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(54) Title: MUTANT HAVING URACIL PHOSPHORIBOSYL TRANSFERASE ACHVITY 
(54) Titre: MUTANT AYANT UNE ACTIVITE URACILE PHOSPHORIBOSYL TRANSFERASE 
(57) Abstract 

The invention concerns a polypeptide having a uracil phosphoribosyl transferase (UPRTase) activity derived from a native UPRTasc 
by mutation of one or several residues of said UPRTase. The invention also concerns a nucleotide sequence coding for said UWTase 
mutant, a vector for expressing the latter, a viral panicle and a host cell as well as a composition containing Uiem. The invention further 
concerns their therapeutic use and a treatment method using them. The invention is particulariy useful in the context of therapy by suicide 
genes in particular for u-eating proliferative and infectious diseases. 

(57) Abrege 

La presence invention a pour objet un polypeptide ayant une activi^ uracile phosphoribosyl transferase (UPRTase) derivant d'une 
UPRTase native par mutation d'un ou plusieurs r6sidus de ladite UPRTase. Elle conceme Element une s6qucnce nucl6otidique codant 
pour ce mutant UPRTase, un vccteur pour ) 'expression de cette demi^rc, une paiticule virale et une cellule hdte ainsi qu'une composition 
les comprcnant. Enfin, elle vise ^galement leur utilisation thdrapeutique ainsi qu'une m^thode de traitement les mettant en oeuvie. La 
prdsente invention est particulidrement utile dans le cadre de la thdrapie par gdnes suicides pour unc application k I'^ganl notamment des 
maladies proIif6ratives et infectieuses. 
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Mutant ayant une activite uracilc phosphoribosyl transrerase 

La pr^sente invention a pour objet un polypeptide ayani une activity uracile 
5 phosphoribosyl transferase <UPRTase) derivant d'une UPRTase native par mutation 
d'un ou plusieurs residus de ladite UPRTase. Elle-conceme egalement une sequence 
nucieotidique codant pour ce mutant UPRTase, un vecteur pour l5expression de cette 
derniere, une particule virale et une cellule bote ainsi qu3une composition les 
comprenant. Enfin, elle vise egalement leur utilisation therapeudque ainsi qu'une 

10 m6thode de traitement les mettant en oeuvre. La pr-6sente invention est 
particulierement utile dans le cadre de la therapie par genes suicides pour une 
application a iaegard notamment des maladies proliferatives et infectieuses. 

La therapie g^nique se definitcomme le transfert d * information g^n^tique dans 
une cellule ou un organisme bote. Le premier protocole applique a rhomrrie a 6te 

15 initie aux Etats-Unis en sepiembre 1990 sur un patient genetiquement 
immunodeficient en raison d'une mutation affectant le ^gene codant pour TAdenine 
Ddsaminase (ADA). Le succes relatif de cette premiere experimentation a encourage 
le developpement de cette approche pour diverses maladies aussi 1>ien gen^tiques 
(dans le but de corriger le dysfonctionnement d'un gene d^fectueux) qu'sKXiuises 

20 (cancers, maladies infectieuses comme le SIDA...). Ceiie technologic a connu depuis 
lors de nombreux d6veloppemems et parmi ceux-ci, la didrapie par « g^nes suicides » 
qui utilise des genes dont les produits d'expression sontcapables de transformer une 
substance inactive (predrogue) en substance cytotoxique, provoquant ainsi la mart 
cellulaire. En 1992, plusieurs equipes ont demontr6 rintdret de ^tte nouvelle 

25 approche pour traiter des tumeurs et inhiber la dissemination du virus HIV 
responsable du SIDA. 

A cet £gard, le gene codant pour la thymidine kinase du virus heq>es simplex 
de type 1 (TK HSV-1) constitue le prototype des g^nes suicides (Caruso et al., 1993, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7024-7028 ; Culver et al., 1992, Science 256, I'SSt)- 

30 1552 ; Ram et al., 1997, Nat. Med. 5, 1354-1361). Le polypeptide TK n'est pas 
toxique en tant que tel mais il catalyse la transformation d'analogues de nucleosides 
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tels que I'acyclovir ou le ganciclovir (GCV). Les -nucleosides modifies sont 
incorpor6s dans ies chaines d'ADN en elongation avec pour consequence 1' inhibition 
de la division cellulaire. De nombreux couples gene suicide / pr^drogue sont 
actuellemeni disponibles. On peut citer plus particulierement. le cytochrome p450 de 
5 rat et la cyclophosphophamide (Wei et al. , 1994, «uman Gene Therapy 5. 969-978). 
la purine nucleoside phosphorylase d'Escheridiia coli (£. Colt) et ia 6-methylpurine 
deoxyribonucleoside (Sorscher et al.. 1994. Gene Therapy /, 233-238), la guanine 
phosphoribosyl transferase d'£. coli et la 6- thioxanthine (Mzoz-et Mooken, 1993, 
Human Gene Therapy 4, 589-595) et la cytosine desaminase XCDase) ^t la 5- 

10 fluorocytosine (5FC). 

La CDase intervient dans la voie metaboiique des pyrimidines par laqudle la 
cytosine exogene est transform^ par le biais d'une desamination hydrolytique €n 
uracile. Des activiies CDases ont 6te mises en Evidence chez les procaryotes et les 
eucaryotes infdrieurs (Jund et Lacrouie, 1970. J. Bacteriol. 102,^7-615 ; Beck«t 
al., 1972, J. Bacteriol. 110, 219-228 ; De Haan et al.. 1972. Antonie van 
Leeuwenhoek 38, 257-263 ; Hoeprich et al.. 1974. J. Inf. Dis. 130, 112-118 ; Esders 
et Lynn. 1985, J. Biol. Chem. 260, 3915-3922) mais sont absentes chez les 
mammiferes (Koechlin et al.. 1966. Biochem Pharmacol. 15, 435-446 ; Polak et al., 
1976, Chemotherapy 22, 137-153). Les genes FCYl Saccharomyces ^revisiae XS. 
cerevisiae) et codA d'E. coli codant respectivement pour la CDase de ces deux 
organismes som connus et leurs sequences publi6es (EP 402 108 ; Erbs €t al., 1997. 
Curr. Genet, ii. 1-6 ; WO93/01281). 

La CDase d6samine ^galement un analogue de la cytosine. la ^-fluorocytosine 
(5-FC) en 5-fluorouracile (5-FU) compost hautement cytotoxique quand il est 
25 converti en S-Huoro-UMP (5-FUMP). Les cellules d^pourvues d'activit6 CDase. en 
raison soit d'une mutation inactivante du gene codant pour lienzyme, soit de leur 
deficience naturelle pour cette enzyme ^omme le sont 4es cellules mammileres, sont 
resistantes au 5-FC (Jund et Lacroute, 1970, J. Bacteriol. 102, 607-615 ; Kilstnip et 
al., 1989, J. Bacteriol 1989 171, 2124-2127). Par centre, les^Uules mammiftnes 
30 dans lesquelles ont ete transferees les sequences codant pour une activit6 CDase ont 



15 



20 



GNSOOCIO: <WO 9954481 A 1J_> 



wo 99/54481 3 PCT/FR99/00904 



acquis une sensibilite au 5-FC (Huber et al., 1993, Cancer Res. 5i, 4619-4626 ; 
Mullen et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA S9, 33-37 ; WO 93/01281). De 
plus, les cellules avoisinanies non transformees deviennent egalemem serisibles au 5- 
FC (Huber ei al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 , 8302-8306). Ce ph6nomene, 
5 appele effet de voisinage (bystander en anglais), est du a Texcretion par les-ceHutes 
exprimant Tactivite CDase, de 5-FU qui intoxique les cellules voisines par simple 
diffusion a travers la membrane plasmique. Gette propriete de diffusion passive du 5- 
FU constitue un avantage par rapport au systeme -de reference ik/GCW pour iequel 
Teffet de voisinage necessite un cohtaci avec les cellules qui •expriment tk (Mesnil et 
10 al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9i, 1831-1835). On confoit done tous les 
atouis que presentent la CDase dans le cadre de la therapie -genique, nocamment 
anticancereuse. 

Cependant, la sensibilite au 5-FC varie beaiicoup selon les lign6es ceHulaires. 
Une faible sensibilite est pbservee par exemple dans des lignees tumorales humaines 

15 PANC-1 (carcinome de pancreas) et SK-BR-3 (adfinocarcinome 4u sein) transduites 
par un retrovirus exprimant le gene codA d'E. Coli tHarris et al., 1994, Oene 
Therapy 7, 170-175), Ce ph^nomene indesirable pourrait s'expiiquer par Tabsence ou 
la faible conversion endogene du 5-FU forme par Taction enzymatique de la CDase 
en 5-FUMP cytotoxique. Cette 6tape, normalement assuree dans les celluies 

20 mammiferes par Torotate phosphorybosyl transferase (Peters et al., 1991, Cancer 68, 
1903-1909), peut etre absente dans certaines tumeurs et rendre ainsi la th6rapie 
genique, bas6e sur la CDase, inoperanie. 

Chez les procaryotes et eucaryotes inf^rieurs, Turaciie »est transformee en 
UMP par Taction de Puracile phosphoribosyl transferase (UPRTase). Cette enzyme 

25 convertit 6galemeni le 5-FU en 5-FUMP. Ainsi tJes mutants furl de la levure S. 
cerevisiae sont resistants a de fortes concentrations de 5-FU (10 tnM) et4e 5-FC (10 
mM) car en absence d*activit6 UPRTase, le 5-FU, provenant de la d^samination du 5- 
FC par la CDase, n'est pas transforme en 5-FUMP cytotoxique XJund et l^route, 
1970, J. Bacteriol. 702, 607-615). Les genes ^t FURJ codznt pour TUPRTase 
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respectivement d'£. coli et de S. cerevisiae onuite clones et s6quene6s (Andersen €t 
al.. 1992, Eur. J. Biochem. 204, 51-56 : Kemet al.. 1990. Gene 88, 149-157). 

Pour remedier a ces inconvenients, le document de I'art ant^rieur WO-A- 
96/16183 preconise I'utilisation d'une proteine de fusion codant pour une enzyme k 
deux domaines ayant las activiies CDase et UPRTase et demomre in vitro que le 
transfert d'un gene hybride codA::upp ou FCY1::FUR1 porte par un plasmide 
d'expression augmenie.Ia sensibilisation au 5-FC de <;ellules B16 transfectfes. 

La pr6sente invention est une amelioration de la technique anterieure en -ce 
qu'elle utilise un gene FURl mute codant pour une UPRTase delet6e dans sa paitie 
N-terminale. La prdsente invention resulte de I'observation sdon laqueHe le gene 
FURl contient aprds le codon ATG initiateur, un deuxieme <;odon ATG codant pour 
la methionine en position 36 de la proteine native. 

On a maintenant construii un gene FVRl d6pourvu de 105 nucldotides en 5' de 
la partie codante permettant la synthese d'une UPRTase d^l^tee des 35 ptemiers 
15 residus en position N-terminale et debutant a la methionine en position 36 ^ans la 
proteine native. On a montre que le produit d'expression du gene mutant, design^ 
FUR1A105. peul complemenier un mutant ^r/ de S. cerevisiae, ce qui d^nwntre -sa 
fonctionnalitd. De maniere su rp rename, le mutant ironque presence une activity 
UPRTase superieure a celle de I 'enzyme native, comme en temoignent les dosages 
enzymaiiques r6alis6s sur des cellules COS? transfectees par un plasmide 
d'expression du gene correspondant (gene FVRM105 compard au sauvage). Trois 
lignees nimorales humaines, choisies a cause de leur resistance au 5^FU ont ^ 
transduites par le gdne mutant transport^ par un vecteur adenoviral et pr6sentent in 
vitro une sensibilit6 accrue au 5-FU. La sensibiiite au 5-FC est 6gaiement augment^ 
25 si les cellules sont coinfectdes par des adenovirus exprimant respectivement ies gfenes 
FCYl et FUR1A105^2S rapport a une infection par un adenovims exprimant FCFi 
seul. De maniere encore plus surprenante, la proteine de fusion produite par le «6ne 
hybride FCY1::FUR1A105 resultant de la fusion en phase des genes FCYl ex. FURl 
tronque possede une activity UPRTase conservee mais presentant une activii6 CDase 
30 augmentee d'un facteur 10 a 30 par rapport a celle mesuree avec 4e produit FCYl 



20 
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natif. La fone activity CDase de proteine bifonctionneHe permet la formation ^*un 
pool de 5-FU generant un «ffet « bystander ^ imponant. II -tst a noter -qu'aucune 
amelioration de Tactivite CDase n'a eie demontree pour la prot6ine de fusion 
CDase: rUPRTase de WO-A-96/I£183. 
5 La presente invention foumii un mutant plus eftlcace permettant d'augmenter 

la sensibilite des cellules a la 5-FC-ei d'ameliorer les perspectives <Je th6rapie genique 
par genes suicides. Ce mutant est utile pour de nombreuises applications, notammem 
anticancereuses, antivirales et toutes applications necessitani la mort^cefUulaire. 

Cast pourquoi la presente invention a pour objet- un polypeptide ayant une 
10 activite uracile phosphoribosyl transferase <UPRTase), caracteri'se en ce qu'il derive 
d'une UPRTase native au moins par mutation d'un ou plusieurs residus de 4adite 
UPRTase. 

Au sens de la presente invention, un polypeptide ayant une activitie UPRTase 
d6signe un polypeptide capable de convenir I'uracile ou un de ses d6riv^ -en un 

15 analogue monophosphate et, ^n particuJier la 5-FU en 5-FUMP. Par « mutation il 
faut entendre Taddition, la deletion et/oii la substitution d'un ou plusieurs r6sidus a un 
endroit quelconque dudit polypeptide. 

L'UPRTase native dont derive le polypeptide seldn I'invemion peut etre d*une 
origine quelconque, notamment procaryotique, fongique ou de levure. A titre 

20 illustratif, les UPRTases d'f. coli (Anderson et al,, 1992, £ur. J. Biochem 204, 51- 
56), de Lactococcus lactis {Martinussen et Hammer, i994, J. Bacteriol. i 76, -6457- 
6463), de Mycobacterium bovis (Kim et al., 1997, Biochem Mol. Biol. Int 41, 1117- 
1124) et de Bacillus jmZ?//7/5 (Martinussen et al., 1995, J. Bacteriol. 777, 271-274) 
peuvent etre utilisees dans le cadre de T invention. Mais on pr^lere tout 

25 particulierement meure -en oeuvre une UPRTase de levure et notamment celle cod6e 
par le gene FURl de S. cerevisiae dont la sequence *est divulgu6e dans Kem -et al. 
(1990, Gene 88, 149-157). A titre indicatif, les sequences des genes et -celtes ^es 
UPRTases correspondantes peuvent etre trouvees dans lia litt^ramre et les banques de 
donntes specialises (SWISSPROT, EMBL, Genbank, Medline..,). 
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Selon un mode de rdalisaiion paKicu4iefenient avantageux, 1e polypeptide 
selon I'invention est un mutant de deletion d'une UPRTase native. La delation est de 
pr6f6rence localise dans la region N-terminale de I'UPRTase d'origine. -Elle peut 
etre totale (concemer I 'ensemble des residus de ladite region N-terminale) ou paitieUe 
5 (concemer un ou plusieurs residus coniinus ou nondans la structure primaire). D'une 
maniere generaie, un polypeptide est xonstitue d'une partie N-terminaie, d'une patie 
centrale et d'une partie C-terminale, chacune representant environ le tiers de la 
molecule. Par exemple, rUPRTase de S. cerevisiae ayant 251 acides amines, sa 
partie N-terminale est constituee des 83 premiers residus debutant a la methionine dite 

10 initiatrice situee en premiere position de la forme native. -Quant a J'UPRTase d'£. 
coliy sa partie N-terminale couvre les positions 1 Ji '69. 

Bien entendu, ce mode de realisation prefere peut etre combiniS ^ une ou 
plusieurs autres mutation(s) i un endroit quelconque de la molecule. De pp^fSfence, 
la ou les modifications supplementaires n'affectent pas de maniere significative les 

15 propri^tes enzymatiques -UPRTase du polypeptide selon I'invention. On indique que 
I'activite biologique des mutants peut etre testde notamment par les -techniques 
d^crites dans les exemples qui suivem. 

D'une maniere tout a fait pr6fer^, le polypeptide selon I'invention derive 
d'une UPRTase native au moins par deletion de tout ou partie de la region N- 

20 tenninale en amont du second codon ATG de ladite UPRTase native. La deletion 
totale de la region pr6cit6e est pref6r6e. Par exemple. I'UPRTase cod6e par le gene 
FURl comprend un premier codon ATG<codon ATG initiaieur) en position +1 suivi 
d'un second en position -1-36. Ainsi, la deletion des residus +1 ^35 peut «t« 
envisagde dans le cadre de la pr6sente invention, donnant un polypeptide ^6butant a la 

25 methionine trouv6e normalement en position +36 de la fomie native. 

Un polypeptide prefigr6 selon I'invention comprend une sequence en acides 
amines sensiblement telle que representee a I'identlficateur^ s6quence 4DS NO: 1. 
debutant au residu Met en position I et se terminant au residu Val en position 116. \jt 
temie « sensiblement fait reference a un degr^ d 'identity avec ladite s6quence 

30 IDS NO: 1 sup^rieure a 70%, avantageusemem sup6rieur a «0%, de pr6f6r-ence. 
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sup6rieure a 90% et, de maniere tout a fait pret^r^e, superieur a 95%. Encore plus 
prdferemiellement, il comprend la sequence en acides amines rq)F6sentee a 
I'ideniificateur de sequence IDS NO: 1. Comme mentionne ci-dessus, il peul 
componer des mutations supplementaires. On peut citer notamment la substitution -du 
5 residu serine en position 2 (position 37 dans P UPRTase native) par un r^idu alanine. 

Avantageusement, le polypeptide selon T invention preseme une activite 
UPRTase sensiblement plus elevee que celie presentee par ladite UPRTase native. 
Les resultats presentes dans les exemples qui suivent meitem clairement en evidence 
une conversion plus rapide et/ou plus efficace de ia 5-FU en 5-FUMP, se traduisant 

10 par une cytotoxicity superieure a regard des ^ceJJules transfectees ou transduites. 
Avantageusement, Tactivite UPRTase du polypeptide selon T invention est superieure 
a celle presentee par 1' UPRTase native d'un facteur 2 a lOO, de pr^fiSrence 5 a 75 et, 
de maniere tout a fait preferee 10 a 50. 

Selon un autre mode de realisation, le polypeptide selon Tinyemion est un 

15 polypeptide de fusion dans lequel il est fusionne en phase avec au moins un second 
polypeptide. Bien que la fusion puisse avoir lieu a un endroit quelconque du-premier 
polypeptide, les extremites N ou C-terminales sont prefiereeset notamment r«xtremit6 
N-terminale. Avantageusement, la fusion en phase met en oeuvre un second 
polypeptide presentant une activite cytosine desaminase ^CDase) et derivant d'une 

20 cytosine desaminase native, de sorte que le polypeptide de ftjsion sdon Tinvention 
prdsente les activites CDase et UPRTase. Une fusion FCYl::fURl <design6e'Ci-apres 
FCUl) est pref6r6e. Un tel polypeptide bifoncdonnel perniet <l'am6iiorer la sensibili^ 
des cellules cibles a la 5-FC et a la 5-FU. Par « activity cytosine desaminase on 
entend couvrir la desamination de la cytosine ou d'un de ses analogues. De 

25 pr6f6rence, le second polypeptide selon 1' invention est capable de m6taboi4ser la'5-FC 
en 5-FU. 

Dans le cadre de la presente invention, on a recours a une CDase d*origine 
procaryote ou eucaryote inferieur. Encore plus preferentiellement, il s'agit d'une 
CDase de levure et en particulier celle <:odee par le gene FCYl de Saccharomyces 
30 cerevisiae. Le clonage et la sequence des genes t:odant pour tes CDases <le diff6rentes 
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sources som disponibles dans la litterature ei ^es banques de donnees specialis^es. On 
indique que la sequence du gene FCYJ est divu4gu6e dans Erbs et ai. (1997. Curr. 
Genet. 3J, 1-6). II est bien entendu possible d'uiiliser un mutant de CDase ayamune 
capacite de conversion comparable ou superieure a celle de V^nzyms native. 
5 L'homme de 1' art est capable de doner les sequences CDase a partir des donnas 
publi^es. de proc6der a d'eveniuejles mutations, de tester ractivite enzytnatique des 
formes muiantes dans un systeme acellulaire ou cellulaire selon la technologie de { 'art 
ou en suivant le protocole indiqu6 ci-apres et de fusionner en phase les polypeptides 
d'aciivit6 CDase et UPRTase. 

10 Un exemple pr6f6re est un polypeptide comprenant une sequence -en acides 

amines sensiblement telle que representee a ridentificateur de s6quence IDS NO: 2, 
debutant au residu Mel en position 1 et se terminant au residu Val «n position 373. Le 
terme « sensiblement » a la definition donnee precedemment. Un polypeptide 
comprenant la sequence en acides amines telle que representee a Pidentificaieur de 

15 sequence IDS NO: 2 convient tout particulieremeni k la mise -en oeuvre de 
r invention. 

Selon un mode de realisation avantageux, un polypeptide bifonaionnel selon 
rinvention presente une activite CDase sensiblement plus elevee que ladite CDase 
native. En effet, les exemples qui suivent metteni en evidence que 4e couplage -des 

20 deux enzymes permet une sensibilisation accrue a la 5-FC des cellules cibles. Le 
facteur d' augmentation est avantageusement d'au moins 2. de pr^^renee d'au moins 
5 et, de maniere tout k fait preferee, de 10 ou plus. 

D'une maniere generale, un polypeptide Selon I'invention peut etFe produitpar 
les methodes conventionnelles de synihese chimique ou bien par les techniques de 

25 TADN recombinant <voir par exemple Maniatis et al., 1989. Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).<:'-est pourquoi la 
presente invention couvre egalement un procede de preparation selon lequel ^n 
introduit une sequence nucieotidique codant pour ledit polypeptide dans une cellule 
pour generer une cellule transformee, on cultive ladite cellule transform6e dans des 

30 conditions appropriee pour permettre la production dudit polypeptide et on F6colte 
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ledit polypeptide a panir de la culture cellulaire. La ccll\i\e productrice peut ^tre 
d'une origine quelconque et sans limitation, une bact^rie, une tevure ou bien une 
cellule de mammifere, dans la mesure ou ^a sequence nucleotidiquei:onsid6ree est soil 
integr6e dans son genome soit integree dans un v^ecteur d'expression appropri^ 
5 capable de se repliquer. Bien entendu, la sequence nucleotidique est plac^ sous le 
controle de signaux de iranscription et de traduction permeuant son expression dans la 
cellule productrice. Vecteurs d'expression et signaux de controle sont connus de 
rhomme du metier. Quant au polypeptide, il peut etre recupere du milieu ou des 
cellules (apres lyse de celles-ci) et soumises a <les etapes de purifications classiques 

10 (par chromaiographie, elecirophorese, filtration, immunopurificationetc...). 

La presente invention concerne egalement une sequence nucleotidique -codant 
pour un polypeptide selon I'invention. II peut s'agir d'une sequence ADNc ou 
genomique ou de type mixte. EUe peut eventuellement comenir un ou plusieurs 
introns, ceux-ci etant d'origine native, heterologue <par exempte Timron du gene 

15 globine de lapin...) ou synthetiques afin d'augmemer 1 'expression dans les <:eltules 
botes. Comme deja indique, ladite sequence peut coder pour un polypeptide derivant 
de I'enzyme native ou un mutant preseniant une activite comparable ou ameliorte. 
Les sequences employees dans le cadre de la presente invention peuvent etre obtenues 
par les techniques classiques de biologic moleculaire, par exemple par criblage de 

20 banque a I'aide de sondes specifiques, par immunocriblage de banque d'expression, 
par PGR au moyen d'amorces adequates ou par synthese chimique. Les mutants 
peuvent etre generes a partir des sequences natives par substitution, ddi^tion et/ou 
addition d'un ou plusieurs nucleotides en mettant en oeuvre les techniques de 
mutagenese dirigee, de PGR, de digestion par les enzymes de restriction^t ligation ou 

25 encore par synthese chimique. La fonctionnalite des mutants et des constructions peut 
etre v6rifi6e par le dosage de Tactivite enzymatique ou par la mesure de la sensibilite 
de cellules cibles aux 5-FC et/ou 5-FU. 

La presente invention a egalement trait a un vecteur recombinant ponant une 
sequence nucleotidique selon T invention placee sous 4e controle des ^l^nents 

30 necessaires a son expression dans une cellule bote. Le vecteur recombinant peut etre 
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d'origine plasmidique, viral el eventueJIement associe a une ou plusieurs substances 
ameiiorant Tefficacite transfeciionneUe et/ou la siabiiue du vec^eur. Ges substances 
sont largement documentees dans la litterature accessible a rhomme de Tan (voir par 
exemple Feigner et al. , 1987, Proc. West. Pharmacol. Soc. 32, 115-121 ; Hodgson et 
5 Solaiman , 1996, Nature Biotechnology 14, 339-342 ; Remy et al., 1994, 
Bioconjugate Chemistry 5, 647-654). A titre illusiratif mais non limitatif, il peut 
s'agir de polymeres, de lipides notammeni cationiques, de liposomes, de procaines 
nucleaires ou encore de lipides neutres. Ces substances peuvent -etfe utilis6es seutes 
ou en combinaison. Une combinaison envisageable est un vecteur recombinant 

10 plasmidique associe a des lipides cationiques <DOGS, DC-C«OL, spermine-choi, 
spermidine-chol etc.. .) et des lipides neutres ^DOPE). 

Le choix des plasmides utilisables dans le cadre de la presente invention est 
vaste. II peut s'agir de vecteurs de clonage et/ou d'expression. D'une maniere 
generale, ils sont connus de I'homme de I'art et nombre d'entre-eux sont disponibles 

15 commercialement mais il est egalement possible de ies construire ou les modifier par 
les techniques de manipulation geneiique. On peut ciier a titre <l-exemples les 
plasmides derives de pBR322 {Gibco BRL), pUC <Gibco BRL), pBluescript 
(Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) ou encore p Poly Xl-athe et al., 1987, 
Gene 57, 193-201). De preference, un plasmide mis en oeuvre dans le cadr« de la 

20 presente invention contient une origine de replication assurant i" initiation de la 
replication dans une cellule productrice et/ou une cellule hote <par exemple, on 
retiendra Torigine ColEl pour un plasmide xiestine a -Stre produit dans ^oli & le 
systeme oriP/EBNAl si Ton desire qu'il soit autoreplicatif dans une cellule h6te 
mammifere, Lupton et Levine, 1985, Mol. Cell. Biol. 5, 2533-2542 ; Yaies et al., 

25 Nanire 313, 812-815). II peut en outre comprendre un gene de selection permettant de 
s61ectionner ou identifier les cellules transtectees <complementaiion d'une mutation 
d* auxotrophic, gene codant pour la resistance a un antibiotique...). Bien entendu, il 
peut comprendre des 61ements supplementaires amelioram son maimien et/ou sa 
stability dans une cellule donnee :(sequenee<er qui favorise ie maintien ^TK)nom6r4que 
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d'un plasmide (Summers et Sherrat, 1984, Cell id, 1097-1103, sequences 
d' integration dans le genome ceilulaire). 

S'agissani d'un vecteur viral, on peui envisager un vecteur derivant d'un 
poxvirus (virus de la vaccine, notamment MVA, canaripox... -etc), d'un adenovirus, 
5 d'un retrovirus, d'un virus de I'herpes, d'un alphavirus, d'un foamyv4rus ou d'un 
virus associ6 a Tadenovirus. On aura de preference recours a un vecteur non 
rdplicatif et non integratif. A cet egard, les vecteurs adenoviraux conviennent tout 
particulidrement a la mise en oeuvre de la presenie invention. 

Les retrovirus ont la propriete d'infecteret de s'integrer majoritairement dans 

10 les cellules en division ei a cet egard sont pariiculierement apprcpries pour 
I'application cancer. Un retrovinis recombinant selon ri«vention comporte 
generalement les sequences LTR, une region d'encapsidation et la sequence 
nucleotidique selon T invention placee sous le controle du LTR retrdviral ou d*un 
promoieur interne tels que ceux decrits ci-apres, 11 peut deriver d'un retrovirus d'une 

15 origine quelconque (murin, primate, felin, humain etc.) et en particulier du 
MoMuLV (Moloney murine leukemia virus), MVS (Murine sarcoma virus) ou Friend 
murine retrovirus (Fb29). II est propage dans une lignee d'encapsidation capable 4ie 
fournir en trans les polypeptides viraux gag, pol et/ou env necessaires a la 
constitution d'une particule virale. De telles lignees sont 46crites -dans 4a litt6rature 

20 (PA317, Psi CRIPGP + Am-12 etc.). Le vecteur retroviral selon 1' invention 4>eut 
comporter des modifications notamment au niveau des LTR t-remplacement <le 4a 
region promotrice par un promoteur eucaryote) ou de la region d'enc^sidation 
(remplacement par une region d'encapsidation heterologue, par exemple de type 
VL30) (voir les demandes fran^aises 94 08300 et 97 05203). 

25 On aura de preference recours a un vecteur adenoviral :depourvu ^e tout ou 

partie d'au moins une region essentielle a la replication ^selectionnee parmi les regions 
El, E2, E4 et L1-L5, afin d*^viter sa propagation au sein de Torganisme bote ou 
Tenvironnement. Une delation de la region El est preferee. Mais elle peut etre 
combin6e a d'autres modification(s)/del6tion(s) touchant notamment tout ou partie des 

30 regions E2, E4 et/ou L1-L5, dans la mesure ou les fonctions ^ssentieltes defectives 
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sont compldmentees en /ra/w au moyen d'une lign6e de complementation -et/ou d'un 
virus auxiliaire. A cet egard, on peut avoir r«:ours aux v€C4eurs -de seconde 
generation de Teiat de ia technique (voir par^xemple les demandes intemationales 
WO-A-94/28152 et WO-A-97/04U9). A litre illustratif. la deletion de la majority de 
la region El et de !'unit6 de transcription E4 est tout particuliepement avantageuse. 
Dans ie but d'augmenter les capaciies de clonage. le vecteur adenoviral peut en outre 
fitre d6pourvu de tout ou panic de la region E3 non essentielle. Selon une autre 
alternative, on peut mettre en oeuvre un vecteur adenoviral minimal retenant les 
sequences essentielles a I'encapsidation. a savoir les ITRs (Invened Terminal Repeat) 
5* et 3' et la region d 'cncapsidation. Les dift«rents vecteurs ad^noviraux ainsi que 
leurs techniques de preparation sont connus (voir par ex-emple Graham et Prevect, 
1991, in Methods in Molecular Biology, vol 7, p 109-128 ; Ed : E.J. Murey, The 
Human Press Inc). 

Par ailleurs, Torigine du vecteur adenoviral selon I'invention, peut 6tre vari6e 

15 aussi bien du point de vue de I'espece liue tlu serotype. 11 peut deriver du genome 
d'un adenovirus d'origine humaine ou animale (canine, aviaire, bovine, murine, 
ovine, porcine, simienne...) ou encore d'un hybride comprenant des fragments de 
genome adenoviral d'au moins deux origines ^ift^^rentes. On peut citer plus 
particuliferement les adenovirus CAV-1 ou CAV-2 <l'origine canine, DAV d'origine 

20 aviaire ou encore Bad de type 3 d'origine bovine XZakharchuk et al., AtcIi. Virol.. 
1993, 128: 171-176; Spibey et Cavanagh, J. <3en. Virol., 1989, 70: 165-\12 ; 
Jouvenne et al.. Gene, 1987, 60: 21-28 ; Mit-tal et al., J. Gen. Virol.. 1995, 76: 93- 
102). Cependant, on pr^fdrera un vecteur adenoviral d'origine humaine 4erivant de 
preference d'un adenovirus de serotype C, notamment de type 2 ou 5. 

25 Un vecteur adenoviral selon la presente invention peut etre .gener6 in vUro 

dans Escherichia coli (E. coli) par ligation ou recombinaison homologue (voir par 
exemple la demande Internationale WO-A-96/ 17070) ou encore par recombinaison 
dans une lignee de complementation. 

Les elements necessaires k P^xpression sont constitues par l^ensemble des 

30 elements permeitant la transcription de la sequence nucieotidique -en ARN -et 4a 
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traduction de TARNm en polypeptide. Ces eiemems .comprennent noiamnient un 
promoteur qui peut etre regulable ou constitutif. Bien entendu, le promoteur -est 
adapte au vecteur retenu et ^ la cellule bote. On peut citer, a litre d'exemples, les 
promoteurs eucaryotes des genes PGK <Phospho Glyc6rate Kinase), MT 
5 (metallothioneine ; Mc Ivor et al.. 1987. Mol. Cell Biol. 7. S38-«48). a-1 
aniitrypsine, CFTR, surfactant, immunoglobuline, {3-actine <Tabin et al., 1982, Mol. 
Cell Biol. 2, 426-436), SRa (Takebe et al., 1988, Mol. Cell. Biol. 8, 466-472), le 
promoteur prdcoce du virus SV40 (Simian Virus), le LTR du RSV <Rous Sarcoma 
Virus), le promoteur TK-HSV-1. le promoteur precoce du virus CMV 

10 (Cytomegalovirus), les promoteurs du virus de la vaccine p7.'5K pH5R, pKl-L, p28, 
pll et les promoteurs adenoviraux El A et MLP. H peut egatemem s'agir d'un 
promoteur stimulant I'expression dans une cdlule tumorale ou cano6reuse. -On peut 
citer notammeni les promoteurs des genes MUC-1 surexprim6 dans 4es cancers du 
sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. Invest. 96, 2775-2782), CEA <pour 

15 carcinoma embryonic antigen) surexprim6 dans les cancers du colon (Schrewe et al., 
1990, Mol. Cell. Biol. 10, 2738-2748), tyrosinase surexprim^ dans les melanomes 
(Vile et al., 1993, Cancer Res. 53, 3860-3864), ERBB-2 surexprime dans les c^ers 
du sein et du pancreas (Harris «t al., 1994, Gene Therapy /, 170-175) «t a- 
f6toprot6ine surexprimee dans les cancers du foie <Kanai et al., 1997, Cancer Res. 

20 57. 461-465). Le promoteur precoce du Cytomegalovirus (CMV) -est tout 
particulierement pr6f6r6. 

Les 616ments necessaires peuvent. en outre, inclure des .Elements additionneis 
ameliorant I'expression de la sequence nucleotidique selqn I'invenaon ou son 
maintien dans la cellule bote. On peut citer notamment 4es sequences introni<|ues, 

25 sequences signal de secretion, sequences de localisation nucleaire, sites internes de 
reinitiation de la traduction de type IRES, sequences poly A .de terminaison de la 
transcription, leaders tripartites et origines de replication. Ces elenwsnts sont connus 

de I'homme de Part. 

Le vecteur recombinant selon 1' invention peut ^galement -comprendre un ou 
30 plusieurs autres g^nes d'interet, ceux-ci peuvent etre places -sous le -comrole des 
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memes elements de regulation (cassette p9lycisHK)nique) ou d'elements independants. 
On peut citer en particulier les genes codant pour les interieukines IL-2, IL-4, IL-7, 
IHO, IL-12, les interferons, le facteur de necrose des tumeurs (TNF), 4es facteurs 
stimulateurs des colonies <CSF) ei notamment le GM-CSF, les facteurs agissant sur 
5 I'angiogenese (par exemple PAI-1 pour plasminogen activator inhibitor), Dans un 
mode de realisation particulier, le vecieur recombinanc selon Tinv^ntion comprend it 
gene d'interSt codant pour riL-2 ou pour I'interf^Sron y (INFy). On peut egalement 
envisager d'associer la sequence nucleoiidique selon r invention a d'auifes genes 
suicides tels que le gene TK de HSV-1, la ricine, la toxine cholerique ...etc. 

10 La presente invention a egalement trait a une particule virale comprenant un 

vecteur recombinant selon I'inveniion. Une telle pariicule virale peut etre generfe a 
panir d'un vecteur viral selon toute technique conventionneUe dans le domaine de 
Tart. Sa propagation est effectuee dans une cellule de complementation adapt6e aux 
deficiences du vecteur. S'agissant d'un vecteur adenoviral, on aura par exemple 

15 recours a la lignee 293 etablie a parti r de cellules de rein embryonnaire humain, qui 
compl^mente efficacement la fonciion El (Graham et al., 1977, J. Gen. Viroi. 36, 
59-72), la lignee A549-E1 (Imleret al., 1996, Gene Therapy i, 75-«4) ou une lignde 
permettant une double complementation <Yeh -et al., 1996, J. Virol. 70, '559-565 ; 
Krougliak et Graham, 1995, Human Gene Therapy 6, 1575-1586 ; Wang et al., 1995 

20 Gene Therapy 2, 775-783 ; demande Internationale WO 97/04119). On peut 
egalement employer des virus auxiliaires pour <:omplementer au moins ^n partie \cs 
fonctions defectives. Par cellule de complementation, on emend une eellule capable 
de foumir en trans les facteurs precoces et/ou tardifs necessaires a J'encapsidation du 
gdnome viral dans une capside virale pour generer une particuJe virale contenam4e 

25 vecteur recombinant. Ladite cellule peut ne pas -complementer a eUe «ule touces les 
fonctions defectives du vecteur et dans ce cas peut etre transfectee / iransduite par un 
vecteur / virus auxiliaire apportant les fonctions complementaires. 

L' invention conceme egalement un proced^ de preparation d' une particule 
virale, selon lequel : 
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(i) on introduit un vecteur recombinani selon rinveniion dans une cellule de 
complementation capable de complemenier en trans ledu vecteur, de 
maniere a obtenir une x:ellule de compJementaiion transfectee, 

(ii) on cultive ladiie cellule de complementation transfectee dans -des 
5 conditions appropriees pour perniettre la production de ladite particule 

virale, et 

(iii) on.recupere ladite particule virale dans la culture celiulaire. 

Bien entendu, la particule virale peut etre recuperee du surnageant de cul^re 
mais egalement des cellules. Une des methodes couramment employee consiste a 

10 lyser les cellules par des cycles consecutit's de congelation / decongelation pour 
recueillir les virions dans le surnageant de lyse. Geux-ci peuvent etre ampiifies *et 
purifi6s selon les techniques de Tart (precede chromatographique, uUracentrifugation 
notamment a travers un gradient de chlorure de cesium...)- 

La presente invention concerne egalement une cellule bote comprenant une 

15 sequence nucleotidique, un vecteur recombinant selon Tinvention ou infectee par une 
particule virale selon Tinvention. Aux fins de la presente invention, une cdiule hote 
est constituee par toute cellule transtectable par un vecteur recombinant ou infectable 
par une particule virale, tels que definis ci-avant. Une cellule de mammifere et 
notamment humaine convient tout particulierement. Elle peut conrprendre 4edit 

20 vecteur sous forme intdgree dans le genome ou non .(^pisome). i1 -peut s'agir d'une 
cellule primaire ou tumorale d'une origine quelconque, notamment h6mat<^oJ6tique 
(cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte ou m^rophage...)* 
musculaire (cellule satellite, myocyte, myoblaste, muscle lisse...), eardiaque, 
pulmonaire, tracheale, hepaiique, epitheliale ou fibfoblaste. 

25 La presente invention a egalement pour objet une composition comprenant un 

polypeptide, une sequence nucleotidique, un vecteur recombinant, une particule virale 
ou une cellule bote selon P invention en association avec un vehicuie acceptable d'un 
point de vue pharmaceutique. 
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La presence invention concerne egaiement une composition comprenant un 
polypeptide selon IMnvention presentam une activite UPRTase et un autre polypeptide 
dMnt6ret, notammeni un polypeptide de I'an anterieur presentant une activity CDase. 
La pr6sente invention concerne encore une composition comprenant un 
5 polypeptide selon I'inveniion ei un polypeptide d'interet code -par un des genes 
d'inifret mentionnes pr6c^demment. Parmi-Gcs polypeptides d'int^r«t, on peut^iier en 
particulier les interleukines IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, fL-l2, les inierterons, le facieur 
de n&rose des tumeurs (TNF), les facteurs ^timulateurs des colonies <CSF) «t 
notamment le GM-CSF, les facteurs agissant sur I'angiogenese (par exemple PAM 
10 pour plasminogen activator inhibitor). L'IL-2 ou TINFy ^ont tout pa«4culierement 
envisages. 

La composition peut egaiement etre a base de sequences nucleotidiques 
permettant I'expression au sein de la <:ellule bote des polypeptides -precedents. Les 
sequences nucleotidiques peuvent etre portees par ^un meme vecteur d'expression ou 

15 par deux vecteurs independants. Bien entendu, ladite composition peut comppendre 
des particules virales generees a partir d'un ou des vecteurs viraux exprimant la (les) 
dite(s) s6quence(s) nucl6otidique(s). 

C'est pourquoi la presente invention concerne dgatement une con«>osition 
comprenant une sequence nucltotidique selon 1 ' invention codant pour un polypeptide 

20 presentant une activite UPRTase et une seconde sequence nucl^otidique d'in^. 
codant notamment pour un polypeptide presentant une activity CDase. 

La presente invention concerne encore une composition comprenant une 
sequence nucleotidique selon I'invention et une seconde sequence nucieoddique 
d'interfit codant pour un polypeptide choisi parmi 1 'IL-2 et I MNFy. 

25 Une composition selon Tinvention est plus paniculierement destinee au 

traitement preventif ou curatif de maladies par therapie genique et s'adresse plus 
particulierement aux maladies prolifdratives «:aneers, tumeurs. restehose...etc)d aux 
maladies d'origine infectieuse, notamment virale <induites par 4es vims de 1* hepatite B 
ou C, le HIV, I'herpes, les retrovirus.... etc). 
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Une composition selon T invention peui w<; fabriqude -de maniere 
conventionnelle en vue d'une administration .par voie locale, parenterale ou digestive. 
En particulier, on associe une quaniite therapeutiquement efficace de Tagent 
therapeutique ou prophylactique a un support acceptable d*un point de vue 
5 pharmaceutique. Les voles d 'administration envisageables sont multiples. On peut 
citer par exemple la voie intragastrique, sous-cuianee, intraCardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, iniraperitoneaie, imratumorale, intranasale, 
inirapulmonaire ou intratrachdale. Pour ces trois derniers modes de realisation, une 
administration par aerosol ou instiUadon est avantageuse. L'administrauon peut avoir 

10 lieu en dose unique ou repdtee une ou plusieurs fois apres un -cenain delai 
d'intervalle. La voie d 'administration et le dosage appropries yarient en fonction de 
divers parametres, par exemple, de Tindividu, de la maladie a^raiter ou encore du ou 
des gene(s) dMnt6ret a transferer. Les preparations a base de particules viraies selon 
r invention peuvent etre formulees sous fornie de doses comprises entre 10^ et 10"* 

15 ufp (unites formant des plages), avamageusement et iO*^ ufp et, de preference, 
10^ et 10^- ufp. Pour ce qui est du vecteur recombinant seion T invention, des doses 
comprenant de 0,01 a 100 mg d*ADN, de preference 0,05 a 10 mg et,'de maniere 
tout a fail pr6fdree, 0,5 k 5 mg peuvent etre envisagees. Une composition a base -de 
polypeptides comprend de preference de 0,05 a 10 g et, de maniere tout a fait 

20 pref6r6e, de 0,5 a 5 g dudit polypeptide. Bien entendu, 4es doses peuvent &re 
adaptees par le clinicien. 

La formulation peut egalement inclure un diluant, un adjuvant ou une>a:ipient 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique, de meme que des agents de 
solubilisation, de stabilisation, de preservation. Pour une administration injectable, on 

25 pr6fere une formulation en solution aqueuse, non-aqueuse ou isotonique. Elte peut 
etre present6e en dose unique ou en multidose sous -'forme iiquide ou seche (poudre, 
lyophilisat...) susceptible d'etre reconstituee de maniere exiamporan6e par un diluant 
approprie. EUe peut egalement comprendre des quantites appropri^ de predrogues. 

La presente invention est egalement relative a rutilisation th6r^eutique ou 

30 prophylactique d'un polypeptide, d'un vecteur recombinant, d'une particule virale ou 



8NSOOCID: <WO 9954481 A 1J_> 



wo 99/54481 ,3 PCT/FR99/00904 



d'une cellule bote selon ['invention pour la prepafation d'-un medicament desun6 au 
traitement du corps hurhain ou animal par therapie genique ou par adminiscration de 
prot6ine produite par voie recombinants Selon une premiere possibility, le 
medicament peut etre administre dir-ectemem in vivo (par exemple par injection 
5 intraveineuse, dans une lumeur accessible, dans les poumons par aerosol, dans le 
systeme vasculaire au moyen d'une sonde appropri6e...). On peut egalement adopter 
I'approche ex vivo qui consiste ^ pr6lever des cellules du patient <ceHutes souclies de 
la moelle osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules muscuiaires...). deles 
iransfecter ou infecter in vitro selon Jes techniques de i'art ctide les readminister au 

10 patient. Une utilisation preteree consiste a traiter ou prdvenir les-canccrs, ^umeurs et 
maladies resultant d une proliferation cellulaire non d6siree. farmi 4es app4icadons 
envisageables, on peut citer les cancers du sein. de Tuterus (notamment ceux induits 
par les papillomas virus), de la prostate, du poumon, de la vessie, du foie, du colon, 
du pancreas, de Testomac. de roesophage, du larynx du systeme nerveux central €t du 

15 sang (lymphomes, ieuc^mie etc.). ^Elie est egalement utile dans le x;adre des 
maladies cardiovasculaires. par exemple pour inhiber ou retarder 4a proliferation des 
cellules de muscles lisses de la parol vasculaire <festenose). Enfin pour ce qui est des 
maladies infectieuses, I'application au SIDA peut et« envisagee. 

L'invention s'eiend 6galement a une methode pour le traitement des tnaladies 

20 par th6rapie genique. caracierise en ce que Ton administre a un orgahisme ou a une 
cellule bote ayant besoin d'un tel traitement une s6qijence nucleotidique, un vecteuT 
recombinant, une particule virale ou une cellute bote selon l'invention. 

Lorsque la methode de traitement met en auvre unc^quence nucl6otidique. 
un vecteur recombinant ou une particule virale permettant Texpression d'un 

25 polypeptide selon l'invention ayant une aciivite UPRTase, il peut etie avantageux 
d'administrer en outre une seconde sequence nucl^otidique codant pour un second 
polypeptide pr^sentant une activite CDase, ladite seconde sequence nucieotidique 
etant poriee par ledit vecteur recombinant ou particule virate ou par un veoteur ou une 
panicule virale independante. Dans ce dernier eas, I 'ad ministration .des ^quences 
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UPRTase et CDase peut etre simultanee ou consficuxive, Tordre d*administratk>n^cant 
sans importance. 

Selon un mode de realisation avantageux, l*utilisaiion therapeudque ou la 
m6thode de traitement comprend egalement une etape supplementaire selon laquelle 
5 on administre a I'organisme ou la cellule hote des quamites aGceptables d'un point de 
vue pharmaceutique d'une predrogue, avantageusement d'un analogue de cytosine^t, 
en particulier de la 5-FC A titre illustratif, une dose de 50; a "500 mg/kg/jour peut 
etre employ6e avec une pr6ference pour 200 mg/kg/jour. Dans le cadre de 4a pr^sente 
invention, la predrogue est administree seion les pratiques standards et ceci de 
10 maniere prealable, concomiiante ou encore, posierieure a celte ^e T^^nt 
therapeutique selon I'invention. La voie orale est preferee. On peut administrer une 
dose unique de predrogue ou des doses repetees pendant un temps suffisamment long 
pour permettre la production du metabolite toxique au sein de I'organisme ou de la 
cellule hote. 

15 Par ailleurs, la composition ou la meihode seion rinvention peut etre associ^e 

a une ou plusieurs substances potentialisant Teffet cytotoxique^u 5-FU. On peut citer 
en particulier, les drogues inhibant les enzymes de la voie de biosynthese de novo des 
pyrimidines (par exemple celles citees ci-apres), les drogues telles que la Leucovorin 
(Waxman et al., 1982, Eur. J. Cancer Clin. Oncol. 78, 685-692) qui en pr^seree du 

20 produit du metabolisme du 5-FU (5-FdUMP) augmeme 4 "inhibition de la thymidylate 
synthase ce qui entraine une diminution du pool de dTMP necessaire a lac^lication 
et enfin les drogues telles que le methotrexate (Cadnian et al., 1979, Science 250» 
1135-1137) qui en inhibant la dihydrofolate reductase et en elevant te pool de Pf5PP 
(phosphoribosylpyrophosphate) provoque raugmentaiion d' incorporation -de 5-FU 

25 dans TARN cellulaire. 

La presente invention vise egaiemenl I'utilisation des seqi^nces ou vecteurs 
recombinants selon Tinvennon a titre de marqueur de selection positive dans les 
cellules de mammifere. Avantageusement, les cellules sont transfeG46es puis le 
mdlange cellulaire est cultive en presence d'inhibiteurs de 4a voie de biosynthese de 

30 novo des pyrimidines, lels que le PALA (N-(p**osphonaG6tyl)-L-a^aftace ; Moore et 
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al., 1982, Biochem. Pharmacol. 3J, 3317-3321), le A77 1726 <m6taboUte actif du 
Lenunomide ; Davis et al.. 1996, Biochem. 35, 1270-1273) et le Brequinar <Chen €t 
al.. 1992, Cancer Res. 52, 3251-3257). La presence de 4e1s inhiblteurs bloque la 
synthese de novo d'VMP necessaire a la synthese d'ARN -et d'ADN avec pour 
5 consequence la mort eellulaire. Cet effet cytotoxique peut etre circonvenu par 
I'expression de la sequence nucleotidique selon I'invention codant pour une activity 
UPRTase en presence d'uracile ou par la co-expression de ceue demiere avec ies 
sequences codani pour une aciiviie CDase (evemuellement sous forme fusionn^e) en 
presence de cytosine. En consequence, seules Ies cellules transfectees <ayant 
10 incorporees Ies sequences UPRTase/CDase) seront aptes a pousser en presence 
d'inhibiteurs de la voie de synthese des pyrimidines. Ainsi, rutilisation seton 
I'invention permet d 'identifier «t/ou Isoler efficacement une cellule ^ransfectee dans 

un melange eellulaire. 

La presente invention concerne egalement I'utilisation des -sequenees ou 

15 vecteurs recombinants selon I'invention a titre de marqueur de selection negative -dans 
Ies experiences d' interruption genique <« knock out » en anglais) -des cellules souches 
embryonnaires qui sont a la base des proc6des de preparation d'animaux 
transg6niques (voir par exemple Capecchi, 1989, Science 244, 1288-1292 ; Rfiid^t 
al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4299-4303). Une telle utilisation, 

20 association avec le gene de resistance a la raiomycine par exemple peut perm^re la 
selection des cellules ayant subi un ev6nement de recombinaison homologue qui 
seules seront aptes a pousser en presence de G6n6ticine et des pyrimidines fluor^s 
correspondants (5-FU si I'on met en oeuvre une sdqiience nuci^otidique selon 
I'invention codant pour une activite UPRTase et 5-FC lofsque Pon -met^alement ^n 

25 oeuvre une sequence nucleotidique codant pour une activity CDase). Les cellules 
ayant subi un evenement de recombinaison non cible peuvent pousser en presence de 
Genaicine mais pas des pyrimidines tluores. Une autre utilisation potentidle a titre 
de marqueur de selection negative se situe dans le domaine des plantes puisque tout, 
comme les cellules mammiferes, elles ne possedent pas d'activke CDase .endog^ne. 

30 Elles peuvent etre sensibilisees a la 5-'FC par transfection d'une ^uence 
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nucleotidique selon 1' invention permettant 1 'expression d'unte CDase exogene <voir 
par exemple Perera et al., 1993, Plant. Mol. Biol. 23. 793-799). . 

EXEMPLES 

'5 " 

La pr^sente invention est illustree, sans, pour autant etre limit6e, par les 
exemples sutvants dans iesqueis : 

- la figure 1 represente le laux de survie de souris B6D2 implantees avec des 
cellules tumorales B16F0. Les diff^rems groupes de souris <10 souris par groupe) 

10 sont traitees par les compositions suivantes : 

• Vehicle/saline ; + Vehicle/S-FC ; * Ad null/saline ; - Ad nuH/5-FC ; 

X AdFCUl/saline ; ♦ AdFCUl/5-FC 

- la figure 2 repr^siente le taux de ■survie <ie sour-is B6.D2 irnplan^s av€C 4es 
cellules tumorales B16F0 . Les diffSrents groupes de souris <10 souris par groupe) 

15 sont traitdes par les connpositions suivantes : 

• Vehicle/saline ; + Vehicle/GCV ; * Ad null/saline ; - Ad nuU/GCV ; 

x AdTK/saline ; ♦ AdTK/GCV 

- la figure 3 repr6sente le taux de survie de souris B6D2 implaniees avec <ies 
cellules tumorales B16iF0. Les diftlgpents groupes de souris (13 ^uris par groupe) 

20 sont traitees par les compositions suivantes : 

• Vehicle/saline; + V«hicle/5-FC ; * Ad null/saline; - Ad nuH/5-4C : 
xAdnull + AdFCUl/saline; ♦ Adnull + AdFCUl/5-FC ; 

Adnull + AdmulFNg/saline ; ^ Adnull + AdmuIFNg/S-FC ; 
O AdmuIFNg + AdFCUl/saline ; O AdmuIFNg + .AdFCUl/5-FC 
25 - la figure 4 represente le taux -de survie de «)uris B6D2 implamees avec des 

cellules tumorales B16iF0. Les differents groupes de souris (13 souris f>ar groupe) 
sont traitfes par les compositions suivantes : 
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• Vehicle/saline; + Vehicle/5-iFC ; * Ad nuH/saiine ; 
xAdnull + AdFCU 1 /saline ; ♦ Adnull + 
▼ Adnull + AdhuIL-2/saIine ; ^ Adnull + 
O AdhuIL-2 + AdFCUl/saline ; O AdhuIL-2 + AdFCUl/5-FC 

5 

Les constructions ddcrites ci-dessous sont r^alistes selon tes techniques 
g6n6rales de genie genetique et de clohage moJeculaire, d6tai4t6es -dans Maniatis 
al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise uf> kit 

10 commercial. Les eiapes de recombinaison homologue sont de preference reaiisees 
dans la souche £. coli BJ 5183 (Hanahan, 1983. J. Mol. Biol. 166, 557-580). 
S'agissant de la reparation des sites de restriction, la t«;hnique employee consiste en 
un remplissage des extremites 5' protub^rantes a I'aide du grand fragment de I'ADN 
polymerase 1 d'E. coli (Klenow). Par ailleurs, les fragments -de genome adenoviral 

15 employes dans les differentes constructions decriies ci-apces, «ont indiques 
precis6ment selon leur position dans la sequence nucleotidique du genome de I'AdS 
telle que divulgu6e dans la banque de donn^es Genebank-sous la r^fetKnee M73260. 

En ce qui conceme la biologic cellulaire, les cellules sont transfeetees ou 
transduites et cultivees selon les techniques standards bien xonnues de Thomme du 

20 metier. Pour ce qui est des tevures, on udlise les techniques xonventionnelles, 
notamment d^crites dans Guthrie et Fink <1991, Methods in Enzymoiogy, Vol 194, 
Guide to Yeast genetics and Molecular Biology, Academic Pr«ss Inc). 

EXEMPLE 1 : Construction du gene tronque FUR1A105. 

25 

Le fragment EcoRl-Hindlil portant le gene FURl sauvage est isde du 
plasmide pHX (Kern «t al.. 1990, Gene 88, 149457) et insere 4ans le plasmide 
integratif levurien pRS306 (Sikorski et Hieter. 1989, Genetics J 22, 19-27) digere par 
ces memes enzymes, pour donner le plasmide pRS306FURl. A partir de ce 4ernier, 
30 le gene FURl est reclone sous -forfne-d'un fragment XholSeoRi tlarts 4e plasmide 
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centromerique levurien pRS314 ( Sikorski et hieter, 1989. Genetics 722. 19-27) trait6 
par Xhol et EcoRl. On obtient Ic phagemide pRS314FURl a pariir duquel on prepare 
du simple brin uraciie dans la souche E. coii CJ236 (dut, ung. thi. relA, pQlOS 
(Cm"*) sur lequel on precede a une mutagenese dirigee seton la technique de Kunkel 

5 (kit Muta-Gene phagemid. In vitro Mutagenesis Version 2 ; fiiorad). La mutagenese a 
pour but d'introduire des sites de restriction £coRI €t MM respectivement en 5' de 
I'ATG initiateur et 3' du codon stop du gene FVRl -et de modifier le <;ontexte 4& 
I'ATG initiateur seion les regies de Kozak. ce qui encraine le changement du second 
codon Asn en Asp. Pour ce faire. on utilise les oligonuc^^tides report^s dans tes IDS 

10 NO: 3 et 4. Le plasmide ainsi genere pRS314i:URl + 1 est utilise a titre de controle 
de I'aciivite UPRTase sauvage. 

En parallfele, la deletion des 105 premiers nt de la sequence <;odame FUR] est 
obtenue par mutagenese du plasmide pRS31-41^URl a I'aide des oligonucleotides 
report6s dans les IDS HO: '5 et 4. U plasmide en resultant pRS314FURl + lG6 

15 comporte les memes modifications que son equivalent «omplet, a savoir un sire £coRI 
en 5- du codon ATG (correspondant a 4a Met +36 de la proteine native), un 
consensus Kozak 2i ce niveau avec un changement du codon suivani Ser en Ala-et un 
site Mlu\ en 3' du codon stop. Le fragment EcoRi-SacVds pRS314FURl + 106 est 
redone dans le plasmide pRS314FURl + l clivc par Eco'Rl et Sacl pour-domier te 

20 plasmide pRS3 14FUR1 A103 portant un gene FVRl exprimant-une proteine d64^e de 
ses 35 premiers r^sidus en N-terminal. 

EXEMPLE 2 : Complementation d'un mutani fiirl d e S. cerevisiae 

25 La fonctionnalit^ des produits d'expression FURl obtenus des constructions 

pr&edentes est evaluee par complementation id'un mutant de S. <erevisiae fiirl-8 
trpl-4 (Jund et Lacroute, 1970, J. Bacteriol. 102, <507^^15) transfonne par tes 
differents plasmides de type pRS314. Les tf^sformants sont rukiv^s soit 
classiquement {milieu minimum YNB) ou en presence de 5-FU k '5mM^ on evrfue 

30 leur capacity de croissance a 30»^C -et 37«^C. Les resultais sont pr6sen^ dans le 
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tableau 1 ou + represente la croissance ei - Tabsence de croissance 46inoignani d'une 
sensibility au 5-FU et done d'une activiie UPRTase. 

Tableau 1 



Transformants 


Milieu YNB 

^(minimum) 

30°Cet37'*C 


+5-1^U 5mM 
30°.C^t37°C 


PRS314 






pRS314FURl 






pRS314FURl + l 






pRS314FURl + 106 : 






pRS314FURlA105 







5 

Bien entendu, tous les transformants sont aptes a pousser ^n milieu 
conventionnel YNB. Par contre, en presence de 5-FU, seul le transformant 
comprenant le plasmide pRS314 « vide > ne comporxant pas les sequences FURl-est 
apte a croitre alors que ceux ayant re^u les piasmides comportant les-sequences FURl 

10 natives (pRS314FURl), mut6es au niveau du pr-emier codon ATG 
(pRS314FURl + 1), mutees au niveau du second codon ATG <pRS314EURl +i06) ou 
tronqu6es (pRS314FURlA105) sont ^nsibles a ^a presence de 5-FtJ. Ges tests ^ 
complementation demontrent que les differentes constructions produisent une enzyme 
UPRTase fonctionnelle et que la deletion des 35 residus N-<erminaux n'a pas d'^ffet 

15 ndgatif sur Tactivit^ enzymatique. 
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EXEMPLE 3 : Expression dc FURl FUR1AW5 dans les cellules 
mammi feres. 

Les fragments EvoRUMlul do pRS314FURl + l et pRS314FURlAi05 portant 
5 les genes FURJ et FUR1AW5 ont ete introduits dans le plasmide d -expression 
eucaryote pCI-neo (Promega) pour donner respectivement les plasmides pCI- 
neoFURl + 1 et pCI-neoFURlA105. Les cellules COS7 (ATCC CRL-1651) sont 
transfectees transitoiremeni par ces plasmides et on determine Tactivite enzymatique 
UPRTase sur les extraits cellulaires. 

10 Plus precisemem. 5x10^ cellules OOS7 sont ensemencees a 37^C dans des 

boites de culture de 60 mm comenant 5ml de milieu DMEM complemente par .du 
serum de veau fetal (PCS) 10%. Le jour suivant, les cellules sont trai^es par 20 |il 
de lipofectine (Gibco BRL) en absence ou en presence de 5 ng de plasmide -et la 
culture poursuivie dans 2 ml de milieu DMEM. Apres 16 heures dMncubation a BT'^C, 

15 el les sont remises dans 5 ml de DMEM-FCS 10% pendant environ 48 heures. Les 
cellules sont alors lavees et resuspendues dans 30 jil de xampon de lyse (Tris-tfCl pH 
7,5 50 mM / NaCl 150 mM / EDTA 5 mM / DTT 1 mM / triton X-100 1%) pendant 
30 minutes a 4°C. Le lysat cellulaire est recueilli, centrifuge et on dose VxtivM 
enzymatique UPRTase sur le surnageant ainsi obtenu. Pour ce faire, 4 ^il de lysat sont 

20 incub6s 10 minutes a 37°C en presence de 2 pil de tampon reactionhel UPRTase (Tris- 
HCI pH 7,5 100 mM / MgCl: 10 mM / 5-PRPP 10 mM <5- 
phosphoribosylpyrophosphate) /{C'-'Juracile 3 mM a 0,02 pCi/itl (NCN). Les 
reactions enzymatiques sont stoppees par chauffage a lOO'^C pendant 1 minute. Des 
aliquotes de 1 jil sont deposes sur plaque TLC polyethylenimine-cellulose (Merck). 

25 L'uracile est separe de TUMP en utiiisant Teau comme solvant de migration. Apres 
migration, la plaque TLC est scannee au Posphorlmager (445 Si ; Molecular 
Dynamics), La concentration en proteine est mesur6e par la methode de Bradford 
(protein Assay ; Biorad). L'activite UPRTase a ete determinee a partir de trois 
transfections independanies et les resultats presentes dans le Tableau 2. 
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Tableau 2 



Plasmide transfect^ 


Activite UPRTase (37°C) 
nmnles d'uracile iransform6es/miflu£e/mg de j>rot6ine 




non detectable 


PCI-neo 


non detectable 


PCI-neoFURl + 1 


91 +/- 15 


PCI-neoFURlA105 


3150 *i- 420 



La transformation de I'uracile en UMP n'est observfe que dans les cellules 
transfect6es par les plasmides exprimant un gene F.C//?7 complet <pa-neoEURl + 1) 
ou tronqud (pCI-neoFURlA105). On note ^galement que l'activit6 UPRTase cod6e 
par le gene tronque est superieure d'un facteur 30 par rapport a ce«e^cod6e par le 
gene complet. 



EXEMPLE 4 : 



10 



Construction d'un vecteur adenoviral p our le transfert du gene 
rrn^..^ Fl/RlAJOS^i jnfection de ccllu ies tumorales humaines, 



7. Construction de pTG6289 pour I 'expression de FURIM05 

Le fragment EcoK\-Mlu\ de pCI-neoFURlA105 renfermant te g^ne tn>nqu6 
est isold et introduit dans le vecteur pTG6600 cliv6 parces mdmes^n^mes, pour 

15 donner le vecteur de transfert ptG6288. A titre indicatif, pTG6600 est un vecteur p 
polyll (Lathe et al. , 1987, Gene 57, 193-201) dans iequel sont ins6rfe les ^uences 
Ad5 1 a 458, le promoteur precoce CMV, les sequenc-es ^'-epissage hybrides trouv^ 
dans le plasmide pCl (Promega Corp, con^prenant le site donneur d'^pissage de 
I'intron 1 du gene P-globine humaine et le site accepteur d'-6pissage du gene 

20 d'immunoglobuline de souris), les sequences de ,polyadenylation du vin« •SV40 « tes 
s6quences Ad5 3328-5788. Une telle constnjction^t a la portee de I'hommede Part, 
notamment sur- la base du document FR-A-2 7<33 959. Le vecteur ,ad6noviral 
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pTG6289 est reconstitue par recombinaison dans ia souche E. coli BJ 5183-entre te 
fragment Pacl-BstEU de pTG6288 et le vecieur pTG6624 (decrit dans te document 
FR-A-2 763 959) linearise par Clol. A litre indicatif, pTG6624 .correspond au 
plasmide p poly II portant le genome Ad5 deiete des regions El (nt 459 a 3327) E3 
5 (nt 28592 a 30470) avec une cassette d 'expression inseree a la place <le El. 

La construction fmale pTG6289 contient genome A45 delete de T^sentiel 
des regions El (nt 459 a 3328) et E3 <nt 28249 i 30758) et en lieu et place de El, 
une cassette d'expression du gene FUR1A105 place sous le controle -du pronwieur 
precoce CMV et des sequences d'epissage hybride p-globine/Ig. Les particules 
ICi adenovirales sont generees par transfection dans une lignee de complementation de la 
fonction EU par exemple la lignee 293 (ATGC CflL1573) selon les techniques 4e 
Tart (Graham et Prevec, 1991, Methods in Molecular Biology Vol7, Gene Transfer 
and Expression Protocols ; Ed E.J. Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ). 

15 2. Construction d 'un vecteur pour I 'expression du gene FCYl . 

On isole du simple brin uracile a partir du phagemide -d'expr^ssion 
pRS315FCYl (Erbs et al., 1997, Curr. <Jenet. i/, 1-6), lequei -est modifie par 
mutagenese dirigee (kit Muta-gene Phagemid, In vitro Mutagenesis version 2 ; 
Biorad). La mutagenese met en oeuvre les oligonucleotides des IDS NO: ^ €i 7 

20 permettant dMntroduire un site HindlW en 5* de TAT^J initiateur-et un-site ficoRI «n 
3' du codon stop du gene FCYJ et de modifier le contexte traductionnel ^seion tes 
regies de Kozak.. Le fragment f///idin^£coRI ainsi modifie ^st insert dans le 
plasmide pRS306 (Sikorski et Hieter, 1989, Genetics 122, 19-27) digere par ces 
memes enzymes, pour donner pRS306FCYl. Le fragment Xhoi-Xbal de 

25 pRS306FCYl est sous-clone dans le vecteur pCl-neo (Promega) xlive par Xhol et 
Xbal. On obtient pcI-neoFCYl comprenant le gene FCYl avec une sequence 
consensus Kozak au niveau de son ATG initiaieur. 

On genere un vecteur adenoviral pour Texpression du gene FCYl de S. 
cerevisiae codant pour I'enzyme CDase. Le fragment Xho\-Xba\ ^u plasmide pCl- 

30 neoFCYK renfermant le gene FCYl est introduii dans le vecteur pTG6600^ig^r6^ar 
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Xhol-Xbal, pour donner pTG628<3. Comme precedemment, la recombinaison 
homologue entre le fragment Pacl-BstEU portant FCYl el isoJ^ <Je pTG6286 et ie 
vecteur pTG6624 linearise par Clal permet de generer le vecteur adenoviral .pTG6287 
d616t6 des regions El et E3 et comportant a la place de El leg^ne FCYl place sous 
5 le controle du promoteur CMV et des sequences d'epissage hybride }3-globine/ig. Les 
particules virales (AdTG6287) som obtenues par transfection de .cellules 293. 

3. Determination des activites enzymatiques. 

Les constructions ad^novirales sont testees sur trois lignees tumoraies 

10 humaines: PANC-1 (carcinome de pancreas / ATCC CRL-1469), 'SIC-BR-3 
(adenocarcinome du sein / ATCC HTB-30) et SW480 (adenocarcinome de wion / 
ATCC CCL-228). Ces cellules ont 616 choisies a cause ^e ieur resistance au 5-FU, 
permettant ainsi de ddterminer I'efficacite du gene FUR 1 AIDS. 

Plus precisemeni, 5x10'' cellules en suspension dans lOO {il de P8S-FGS 2% 

15 sont incubees 30 minutes a 37'!C en presence des adenovirus a tester (Ad.CMV- 
FCYl, Ad.CMV-FURl ou leur melange) a une MOI <multipiicite d' infection) de 20. 
A titre de t6moin negatif. I'infection est realis6e avec du Mock ou un adenovirus de 
premiere generation depourvu de gene d'inter«t <Ad null). Les eellules infectees sont 
reprises dans 500 ^\ de DMEM-FCS 10% et placees dans une boite de cultured 35 

20 mm a raison de 1x10* cellules par boite. Apres 48 heures d'incubation a 37'»C, tes 
differentes activites enzymatiques utilisant la 5-FC ou la '5-FU conune substrat, sont 
determinees sur les lysats cellulaires. L'activite UPRTase est mesu^ee selon le 
protocole indique ci-avant, sur 4 ^1 de lysat cellulaire incubes 20 minutes a 37°C en 
pi^sence de 2 ^l de tampon reactionnel UPRTase <{C'15-FU. Sigma). Rour l'activite 

25 CDase, on utilise 4 ^l de lysat cellulaire qui sont incubes 20 min a 37°C avec 2 \xl de 
tampon reactionnel CDase {Tris-HCI pH 7,5 100 mM / IH^JS-FC 3 mM a 0.25 
^Ci/nl. Sigma). La conversion de la 5-FC en '5-FUMR <activites CDase/UPRTase) 
esideterminee sur 4 nl de lysat cellulaire incubes 20 min a 37">C en pnesence-de 2 ^l 
de tampon reactionnel CDase/UPRTase <Tris-HCl pH 7,5 100 mM / MgC12 10 mM / 

30 5-PRPP 10 mM / [H']5-FC 3 mM a 0.25 ^Ci/jil). Des aliquoies <Je 1 ^1 sont-depos6s 
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sur plaque TLC PEI cellulose. La 5-FtJ est separee de la 5-FC €n ^tilisant :r«au 
comme solvant ei la separation de la 5-FUMP et xie la 5-FU est reaJisee en milisant 
un m61ange eau/butanol-1 (14%/86%) comme solvant. 

Dans les trois types cellulaires, Tactivite CDase -est observ-ee dans les extraits 
obtenus des cellules infectees avec Tadenovirus exprimam le gene FCYl (Ad.CMV- 
FCYl) et de celles coinfectees avec les deux virus Ad.CMV-FCYl ^t Ad.CMV- 
FUR1A105. Le dosage enzymatique montre une activite variant d'environ 80 a 100 
pmoles de 5-FC transformee/min/mg de proteine dans les cellules PANC-1, SK-BR3 
et SW480. Pour ce qui est de la transformation du 5-FU Kactivite UPRTase), on 
observe une activite endogene d'environ une centaine de p moles de '5-FU 
transformee/min/mg de proteine. L'activiie est amplifiee d'un facieur 7 a 8 lorsque 
I'infection est realisee avec Tadenovirus Ad.CMV-FURiA105 seul ou dans iecas de 
la coinfection. Enfin, Iz conversion de 5-FC en 5-FUMP est mise -en Evidence dans 
les extraits infectes avec Ad-CMV-FCYl (grace a ractivit^ UPRTase endogene) et 
dans le cas des coinfections. 

Par ailleurs on determine les i-D50 (dose ^etale 50 %) de la 5-PC et de 4a 5- 
FU (fiM) vis-a-vis des trois lignees tumorales humaines infectees par les virus 
precedents (Mock, Ad null, Ad.CMV-FCYl, Ad.CMV-FURlAlOS) ou coinfectees 
par les adenovirus exprimant les genes FCYl et FUR1AW5. Les eellules sont 
infectees a une MOI de 20 puis cultivees en presence ou-en absence de drogues f5-FC 
ou 5-FU) a differentes concentrations. Apres trypsination a J-=b6, on ajoute du trieu 
trypan. Les cellules vivantes ne prennent pas le bleu trypan alors t)ue tes <^llules 
mortes sont colorees. On evaiue au microscope le % de mortalke. Les vaieurs 
report^es ci-^res correspondent aux moyennes obteiiues apres quatre conq^ts^es. 

La LD50 a la 5-FC des lignees eel lul aires infect6es est comprise ^ntre 5 et 10 
jiM (selon les lignees) lorsquMI y a co-expression des 4eux ,^enes FCYl et 
FUR1A105, alors qu'elle est de \00 a 500 |iM dans ie cas de la seute e^^ession du 
gene FCYl et de 5000 a 10000 ^iM pour les lemoins negatifs <Mock, Ad null) et . 
rAd.CMV-FURlA105. De meme, la LD50 a la 5-FU est considerablement abais^ 
lorsque I'irifection met en oeuvre le virus permettant Texpression du gene FVR1A105 
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compar^e aux temoins negatifs et a l infeciion meitam en ocmvk I'Ad.CMV-l 
seuL Ces r6suliats meuenien evidence l interei d'utiliseren synergie les genes 
et FURIAIOS dans une approche gene « suicide » pour am^liorer Ja conversion 
pr^drogue 5-FC en 5-FUMP cyfoioxique. 
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EXEMPLE 5 : Construction d'un gene hvbride codant pour une proteine de 

fusion portant les activkes^TDase et (JPRTase 

1 . Construction du gene de fusion 

5 Le fragment EcoK\-Not\ de pCl-neoFUfilAi05 est insere dans le plasmide 

pCI-neoFCYl coupi par EcoK\-Not\ pour donner ^e plasmide pCI- 
neoFCYlH-FURlAlOS. A pariir de ce plasmide simple brin uracil^, 4a ftision de 
FCYl et FUR1A105 est realisee par mutagenese dirig^e a Taide de roUgonud^otide 
oTG 11615 (IDS NO: 8). La modification consiste en une deletion du codon slop de 
10 FCYl et du codon Met initiateur da FURl permeitant ia fusion en phase des 
sequences FCYl et FUR1A105 sans espaceur (fusion designee ci-apres*FCUl). 

2. Caracterisation enzymatique de la proteine bifonctionnelle FCUl. 

Les activiies CDase et UPRTase .(10 minutes de reaction a 37°C) sont 
15 determinees selon ies techniques indiquees au prealable a partir de 4ysats oeliulaires 
de cellules COS! : 

- non iransfectees 

- transfectees par 10 |ig de pCI-neo tp^asmide vide) 

- transfectees par 5 jig de pCI-neoFCYl + 5 |ig de pCI-neoFURlA105 
20 - transfectees par 5 |ig de pCI-neo + 5 jig de pCI-neoFCUl 

Les valeurs obtenues sont reportees dans le Tableau 3 -suivant ct coriespondent 
aux moyennes de irois determinations ^nzymatiques. 
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Tableau 3 



C0S7 


Cdase 

pmoles de cyiosine , 
iranstonnecs/min/iTig 
cle proteine 


UPRTase 

pmoles d*uracile 
1 ransformees/min/ing 
de proteine 


Cdase/UPRTase 

Pmoksd'UMP 
formees/min/nng 
de proteine 


Non transfectees 


non detectable 


non detectable 


non detectable 


pCI-neo 


non detectable 


non detectable 


non detectable 


PCl-neoFCYl + 
PCI-neoFURlA105 ; 


■X 

626 106 


3005 298 


•535 +/. 54 


pCI-neo + 
pCI-neoFCUl 


5373 268 


2789 +/.3iO 


2121 107 



On observe une aciivite UPRTase equivalente que le gene soil sous foritie -de 
fusion (pCI-neoFCUl) ou non (pCl-neoFURlA105). De maniere surprenante, 
5 I 'activity CDase «st augmentee d un facteur 10 lorsque le gene est sous foime de 
fusion par rapport au gene FCYl non fusionne. Ainsi. la tonne fusionnee ^st 
b6nefique puisqu'elle provoque une augmentation de ractivi«6 ^lobale CDaSe- 
UPRTase et done de la formation<le 5-f UMP a panir de S-PC. 

La proteine de fusion codee par F€W pr^seniant une activite UPRTase 
10 limitanie par rapport a Taciivite CDase, on met €n Evidence in vitro -tors de la 
reaction CDase-UPRTase, 4a formation d'un pool d'uraciie de i'ordie de 30(K) pmoles 
d'uracile/min/mg de proteine. Ge pool d'uracite -est inexistant dans tes menies 
conditions lorsque la reaction met en oeuvre les proteines FCYl -« FURIAW5. 

15 3. Expression des ^enes FCYL FUR1AW5 ei FCW clones sur pimmide pCI-neo. 
dans les lignees B16(F0). 

L'efficacite du gene fusion FCVl est evaluee par ^ransfection de 4a Ugn^e de 
mdlanome de souris B16(F0) (ATCC CRL-6322). Pour ce faire. 2,5x10' <3ellules 
B16(F0) sont«nsemence«s a 37°Cdans des boites de SO mm trontenant 5 ml <le milieu 
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DMEM-FCS 10%. Apres 48 heures d' incubation, lescelluJes om ete iraitees par 20 
111 de lippfectine (Gibco BRL) en presence dt 5 \xg de plasmide «t ia culture 
poursuivie pendant 16 heurxjs a 3T^C dans 2 ml -^ie milieu DMEM. 48 heures apres, 
les cellules sont placees dans 5 ml de DMEM-FCS 10% puis diluees dans des boites 
5 de P6tri de 10 cm dans du milieu DMEM-FCS 10% contenant I mg/ml -de <}4i8. Au 
bout de 20 jours, des clones resistants au G418 sont visibles. Les clones pour chaque 
construction sont rassembles, transteres dans des flasques T150 et cultives dans le 
milieu selectif. On determine les aciivites CDase, UPRTase et CDase-UPRTase a 
37°C en presence de 5-FC ou de 5-FU comme substrat. Les valeurs indiqu6es ^ont les 
10 moyennes obtenues apres trois determinations enzymati-ques (voir Tableau 4). 



Tableau 4 



B16(F0) 


CDase 
pinoles de 5-FC 
iransronii£es/itun/niG 
de proteine 


UPRTase 
pnKiles de 5-FU 
iransfomiees/iTiin/n^ de [ 
proteine 


CDase/UPRTase 
pmoles^de S^FUMP 
fonntes/min/ing 
de proteine 


non transfect6es 


non detectable 


310 +/- 77 


non detectable 


pCI-neo 


non detectable 


238 +/- 56 


non ij^tectafole 


pCI-neoFCYl 


3 +/. 0.4 


292 +/- 93 


2 +/. 0.4 


pCI-neoFURlAlOS 


non detectable 


813 +/- 47 


non <i6tectable 


pCI-neoFCUl 


158 +/. 9 


834 +/-67 


41 +/- 5 



Les resultats enzymatiques x:onfirment ceux determines a partir des -cellules 
15 COS7 transfectees, a savoir une activite UPRTase conservee mais une activite CDase 
fortement augmentee pour la proteine de fusion par rapport eel le mesuree avec la 
proteine native FCYl. Pour les clones B16 transfectes par pCl-neoFCUl, il apparait 
6galement in vitro un pool de 5-FU <12G pmoles/min/mg de proteine) qui est la 
consequence de Taugmentation de Tactivite CDase. 
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Les sensibilites aux 5-FC et 5-FU des diffSrents clones sont .^galement -testtes 
aprds incubation en presence des drogues pendant ^ jours. Les valeurs aiivantes sont 
les moyennes de quatre comptages (au bleu trypan) de la mortality des eellirfes. U 
LD50 a la 5-FC est de 10 ^iM pour les cellules transfectees avec te plasmide portant 
5 le gene de fusion (pCI-neoFCUl) compare a 100 nM avec pCi-neoFCYl et 1000 ^M 
avec les t6moins n6gatifs (cellules non transfectees et pCI-neo) et pCI-neoFURl AiOS. 
La LD50 a !a 5-FU est de 0,03 \xM lorsque la transfection est realis^e avec pCI- 
neoFURl A105 ou pCI-neoFCU 1 -contre 0,05 fiM dans tous les autfcs cas. 

Ces resultats montrent que Pexpression du ^ene FCUl sensibiiise plus 

10 fortement les cellules au 5-FC que I'expression du .gene FCYl. Cetie difference -de 
sensibilisation a la 5-FC est due a une activite CDase plus importante pour la prot^ine 
de fusion et non a la presence de I'activit^ UPRTase; -cette activity UPRTase cod6e 
par le gene de S. cerevisiae a peu d'effet sur la toxicite a la S-FU-des Bie(FO) qui 
sont naturellement tres sensibles a la 5-F.U -et qui presenteni une activite UPRTase 

15 endogene importante. 

4. Mise en evidence d'un effet « bystander » des BJ6<F0) transfectees par ie gine 
FCUL 

L'apparition d'un pool de 5-FU dans le dosage in vitro ^ti I 'activity CQase- 
20 UPRTase de B16(FO) transfectees par FCVl est a priori un avantage pour 
potentialiser Peffei « bystander » : plusce pool imfacellulaire-est important, plus il y 
aura diffusion passive de la 5-FU dans le milieu, «t plus grande sera la moitalke des 
cellules non transfectees. 

Pour mettre en Evidence cet effet « bystander ». -des -clones Bl^FO) non 
25 transfectds ont ete m6langes, a differences proportions, a des clones B16(F0) 
transfect6s par pCI-neoFCUl. Ccs melanges de clones ont ete par la -suite testes en 
presence de diff6rentes concentrations de 5-FC. On lvalue la moftaliid ^ellulaire <au 
bleu trypan) apr^s 4 jours de culture en presence de 5-FC Us resultats <inoyennes de 
4 determinations) sont present6s dans le Tableau -5 suivant. 

30 
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Tableau 5 



B16/B16pCI-neoFCUl 
€n % 


LI>50(i:iM) 
+ 5-FC : 


100%/0% 


5000 


95%/5% 


300 


90%/lO% 


300 


75%/25% 


200 


50«/50% 


100 


0%/100% 


50 



On observe que la LD50 a la 5-FC «st abaissee d'un facteur lO^ies que le melange 
cellulaire contient 5% de cellules tranfectees par FCUI, temoignani ^ rexistence 
5 d'un effet « bystander », Bieh entendu, la LD 50 continue a d6crokre lorsque 4a 
proportion de cellules transfectees augmente. 

Dans le but de demonirer que cet effet « bystander » ne n^cessite pas, a l*inverse 
du systeme r/r/ganciclovir, un contact entre cellules grace a ^a diffusion <ie la 5-FU 
dans le milieu, des cellules B16<non transfec^ees) ont ete incub6es perrfant 4 jours 
10 dans du milieu (dilue au quart dans du milieu neuf) provenant ^e sumageants -de 
culture de B16 (temoin negatif) ou 816 pCI-neoPCUl incubees 48 heures en presence 
de difffrentes concentrations de 5-FC et la mortality des cellules B16 est €vaiii6e au 
bleu de trypan. Les r^sultats demontrent un effet <lrasti que sur la LDSOet mettraten 
evidence la presence de la 5-FU dans le milieu qui est la consequence d*une forte 
15 activity CDase de la protdine fusion -codde par le gene FCUL 
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EXEMPLE 6 Construction d'tin vecieur ad enoviral s)our le transfeft du gene. 

FCU] et infection de cellules tumorales . 

1. Construction de pTG13060 pour I 'expression de FCUL 

5 Le fragment Xhol-Mlul de pCl-neoFCU 1 «nfermant te g«ne fusion FCVl^st 

\so\6 et introduit dans le vecteur pTG<3600 linearis^ par Xh<A-Mlu\, pour doniier le 
vecteur de iransfert pTG 13059. La recombinaison homologue entne 4e fragment Pacl- 
BstEW portant FCUl et isol€ de pTGl3059.et le vecteur pTG6624 linearise par CM 
permet de generer le vecteur adenoviral pTGl3060^61ete des regions €1 et E3 et 

10 componant a la place de El le gene FCUl place sous le comrole du promoffiur CMV 
et des sequences d'epissage hybrides p-globine/fg. Us particules viraJes <Ad:CMV- 
FCUl) sont obtenues par transfection de -cellules 293. 

2. Expression dans les cellules tumorales du gene FCUl done Mans un vecteur 
15 adenoviral. 

La nouvelle construction addnovirale est lest^ "sur tes trois lignees cumorales 
humaines: PANC-1, SK-BR-3 et SW480. Les aciiv«6s CDase ^t UPRTase <en 
utilisant la 5-FC ou la 5-FU comme substrat) sont^36termiii6es seion tes -techniques 
indiquees auparavant a partir de lysats cellulaires des cellules humaities infect k 

20 une MOI de 20. On observe dans les trois lignees -tsellulaires infects par Ad.CMV- 
FCUl une activite UPRTase (de 700 a 800 pmotes de 5-FU transform&s/min/mg <Je 
prot6ine) equivalente par rapport a I'activite UPRTase exprimee par te g^e 
FUR1A105. Dans les trois types cellulaires, l'activit6 CDase est amplifiee d'un 
facteur 100 (10000 a 12000 pmoles de 5-FC transformees/min/mg de prot^ine) 

25 lorsque le gene est exprim6 sous forme de fusion <FCU1) par rapport a l'activit6 ties 
cellules infecttes par Ad.CMV-FCYl. 

La prot6ine de fusion exprimee a partir d'un vecteur adenoviral p^^te. 
comme dans I'exemple 5, une activity UPRTase limitante par rappon a I'activit^ 
CDase ce qui conduit a la formation d'un pool important de 5-'FU^ l-ordre4e lOOOO 
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pmoles de 5-FU/min/mg de prot^ine lors de la reaction CDase-UPRTase. Cette 
accumulation de 5-FU permetiant de potentialiser Teffet « bystander ». 

On determine les LD50 de la 5-FC et de la 5-FU vis-a-vis xJes trois lign6es 
tumorales humaines infectees par les difterents virus (Ad null, Ad.CMV-FCYl, 
5 Ad.CMV-FURlA105 et Ad.CMV-FCUl) ou coinfecies par tes adenovirus exprimant 
les genes FCYl et FUR1A105, Les cellules sont inti?ctees a une MOI de 5 puis 
cultivees en presence de differentes concentrations de S-FC et de 5-FU. Apres 6 jours 
de culture, la viabilite des xelluJes est determinee au bleu trypan. Les valeurs de 
LD50 repori6es daris le tableau 6 sont les moyennes de quatr^ comptages. 

10 
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5-FU 


5-FC 




Mock 


0.3 


10000 




Ad null 


0.3 


lOOOO 


PANC-1 


Ad.CMV-FCYl 


0.3 


500 




Ad.CMV-FURlAlOS 


0.01 


lOOOO 




Ad.CMV-FURIAlOS 


0.01 


20 




Ad.CMV-FCUl 


0.01 


0.5 




Mock 


0.1 


5000 ; 




Ad null 


0.1 


3000 


SK-BR-3 


Ad.CMV-FCYl 


0.1 


300 




Ad.CMV-FURlAlOS 


0.005 


3000 




Ad.CMV-FURUl05 


0.005 


10 




AH rMV-FCUi 


0.005 


O.03 




Mock 


0.3 


5000 




Ad null 


0.5 


5000 


SW480 


Ad.CMV-FCYl 


0.5 


300 




Ad.CMV-FURlAlOS 


0.03 


3000 




Ad.CMV-FCYl + 
Ad.CMV-FURlAlOS 


0.03 


20 




Ad.CMV-FCUl 


0.03 


0.3 



9954481 A1J_> 



wo 99/54481 39 PCT/FR99/00904 



Ces resultais monirent que Texpression <lu gene FCUl a panir d'un vecteur 
adenoviral sensibilise plus fortemeni les cellules au 5-FC que la coexpression des 
genes FCYl et FURIAI05. Cette plus grande sensibilue au 5-FC decouie de 
raugmentaiion de Tactivite CDase codee par le gene fusion FCUl, 

5 

i. Mise en evidence d *un effet « bystander » des cellules iwnoraies Imnmines infectees 
par les differents adenovirus. 

Les cellules tumorales humaines PANC-1, S'K-BR-3 ei SW4B0 sont infectees 
(Ad null, Ad.CMV-FCYl, Ad.CMV-FURlAlOS et Ad.CMV-FCUl) a une MOI de 

10 20. Apres 48 heures d'incubation a ST'^C, tes celiules sont rincees deux fois au PBS, 
trypsinisees ei etalees a differenies proportions en presence de cellules non infect^. 
Apres 6 jours de culture en presence de 1 mM *de 5-FC, la mortaHte -cellulaire est 
evalu6e au bleu trypan. Les resuliats (moyenne de 4 determinations) montrent pour 
les trois souches tumorales qu'un melange de 10% de cellules intectees par Ad.CMV- 

15 FCYl et 90% de cellules non infectees entraine 100% de mortality. Dans le cas des 
cellules infectees par Ad.CMV-FCUL 1% de -cellules infectees est suffisant pour 
en trainer 100% de mortalite. Cette experience demomre Texis^nce d'un important 
effet « bystander » qui decouie de Taugmentation du pool de 5-FU dans les <:ellules 
exprimani la proteine de fusion. 

20 Dans le but de mettre en Evidence I -excretion dans le milieu de 5-F.U par tes 

cellules exprimant FCYl et FCUl en presence de 5-^, 10^ cellules PANC-1. SK- 
BR-3 et SW480 sont infectees (Ad null, Ad.CMV-FCYl, Ad CMV-^FURlAlOS et 
Ad.CMV-FCUl) a une MOI de 20. Les eeliuJes sont cukiv^s en presence de 1 mM 
de [^H]5-FC a 0.25 \xC\/\x\, Apres 48 heures de culture, des aliquotes de 2 fil ^e 

25 milieu de culture sont deposes sur plaque TLC cellulose. La 5-FU est separee de la 5- 
FC en utilisant un melange eau/butanoM (14%/86%) comme soWant. Dans les -trois 
types cellulaires, pour les cellules infectees par Atl.CMV-rcYl, environ 20% <lu 5- 
FC est converti en 5-FU. Pour les cellules infectees par Ad.CMV-FCUl, plus de 
90% du 5-FC est transforme en 5-FU. 

30 
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4. Comparaison de I'efficacite des sysiemes FCVl/5-FC.et TK/GCV. 

Dans le but de comparer refficaciie du sysieme FCUl/S-FC par rapport au 
systfeme TK/GCV, on genere un vecteur adenoviral pour Texpressron du gene -de la 
thymidine kinase du virus herpes simplex de type 1 (TK HSV-1). U fragment Ecdfd- 
5 Xbal de pTG4043 renfermant le cDNA de TK HSV-1 est isole et iniroduii dans ^e 
vecteur pTG6600 linearise par £coRl-Xbal, pour donner le vecteur de transfer! 
.pTG6222. La recombinaison homologue entre le fragment Pac\~BsiEli portant TK 
HSV-1 et isol6 de pTG6222 et le vecteur pTG<5624 -Iin6aris6 par Cial permet de 
gen6rer le vecteur adenoviral pTG130l9 delete des regions El €t £3 -et ^omportant k 

10 la place de El le gene TK HSV-1 plac<i sous le controte du promoieur CMV et des 
sequences d'epissage hybrides ^-globine/lg. Les particutes virales <Ad;CMV-TlC) 
sont obienues par transfection de cellules 293. 

Les cellules humaines PANC-1, SK-8R-3 et SW480 ainsi que 4es ceUules 
murines B16(F0) et RENCA (carcinome du rein. Murphy et al. J. Natl Cancer Inst., 

15 1973, 50(4) : 1013-25) sont infectees par Ad null. Ad.CMV^FCUl oa Ad.CMV-TK. 
Les cellules sont cultivees en presence de difteremes concentrations de 5-FC ou de 
GCV. Apres 10 jours de culture, la viabilite des ceHules «st deierminee par un 
comptage au bleu trypan. L' index therapeutique ^tableau 7) correspond au rapport 
LD50 des cellules non infectees (ou LD50 des cellules infectees par Ad null)/i.D30 

20 des cellules infectees par Ad.CMV-FCUl ou par Ad.CMV-TK. De fa^on .g6n6rale, 
r index therapeutique du sysidme FCU1/5-FC est superieure a oelui du systeme 
TK/GCV, indiquant une meilleure efficacit^ therapeutique^ la strategic gdne suicide 
basee sur r association FCU1/5-FC. 
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Tableau 7 





Index tberapeutique 
FCUi/5-FC 


ludex tberapeutique 
TK/GCV 


B16(F0) MOI 50 


30 


10 


RENCA MOI 5 


100 


100 : 


SW480 MOI 1 


300 


100 


PANC-1 MOI I 


1000 


150 


SK-BR-3 MOI 1 


3000 


1000 



5 5. Experiences in vivo 

Afin d'evaluer la capacUe des systemes FCUl/5-FC et TK/GCV a inhiber Ja 
croissance des tumeurs in vivo, 3.10* cellules B16(F0) ^ont injecttes en sous-cutan^ 
dans 6 groupes de n = 10 souris immunocomp^tentes B6D2<'=J0). Dds que les 
tumeurs deviennent palpables (J+8), un -tampon « vehicle » <K) mM Tris pH«, 1 mM 

10 MgCli) ou les adenovirus (voir la l^gende des figures 1 -et 2) resu^ndus dans ce 
m6me tampon sont injectds par voie intratumorale a une dose de 5.10' lU k trois 
reprises (J+8, J+9 et J + 10). A partir de J+8, 1 ml d'une solution sialine aO,9%, ou 
1 ml d'une solution de 5-FC a 1 % ou 1 ml d'une solution de GCV a 0,1 % est injec^e 
par voie intraperitoneale deux fois par jour jusqu'a J +43. Les resukats <Fig.l et 

15 Fig. 2) metient en evidence une augmentation de survie dans le groupe injecte par 
rAd.CMV-FCUl et traitd au 5-FC par rapport au groupe Ad.CMV-TK traits au 
GCV et aux groupes controles. Ces resultats xonfirment I'int6ret de 1'association du 
gene FCUl et de la pr^drogue 5-FC notammeni dans la mise en ^vre d'un 
traitement antitumoral. 

20 
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EXEMPLE 7 Combinaison gene suicide FCU l €t genes -codant pour des 

cytokines. 

La combinaison FCUl et cytoicines (IFNy et lL-2) esi testee in vivo -dsns te 
5 module de tumeur murine B16(F0) implantee dans les souris immunocomp6temes 
B6D2. Les adenovirus codant pour les cytokines som rAd.CMV-muIFNy 
(AdTG13048) exprimant I'lFNy murin et l'Ad.CMV-huIL-2 (AdT<36624) exprimant 
riL-2 humain. 

Le vecteur pTG 13048 pour I 'expression de IMFNy murin a Ae constrait-de ia maniere 
10 suivante : /e fragment Sall-Notl de pTGS390 renfermant le cDNA de I'ffNy murin 
(muIFNy) est isole et introduit dans le vecteur pTG6600 lindarise par Xlicl-Notl, pour 
donner le vecteur de transfert pTG 13047. La recombinaison homologue ^itc le 
fragment Pacl-BstEll portant mulFNy et isole de pTG 13047 et le vecteur pTG6624 
linearise par Clal permet de gen^Fer le vecteur adenoviral pTG13048 ^\a6 des 
15 regions El et E3 et comportant a la place de El le .gene muIFNy place sous Je 
controle du promoteur CMV et des sequences d'epissage hybride ^-globine/lg. Les 
particules virales (Ad.CMV-muIFNy) sont obtenues par transfeciion de cellules 293. 
Le vecteur pTG6624 exprimant lML-2 humaine «st decrit dans le docunnent FR-A- 
2 763 959. 

20 3. 10* cellules B16(F0) sont injectees en sous <:utane dans -les souris de iO groupes de 
. 13 souris immunocompetentes B6D2 t=JO)- Des ^que ies tumeurs deviennent 
palpables (J +7). un tampon « vehicle » tlO mM Tris pH8, 1 mM MgCh) ou les 
adenovinis ou une combinaison d'adenovinjs (voir la legende des f4gtires 3 ^t 4) 
resuspendus dans ce meme tampon sont injectes par voie intratumorale a une dose de 

25 2.10' lU par adenovirus (4.10» iU au total) a trois reprises <J +7, -et J +9). A 
partir de J+7. 1 ml d'une solution saline aU9% ou 1 ml d'une solution de 5-FC a 
1% sont injectees par voie intraperitoneale deux fois par jour. Les courbes de «urvie 
(Fig. 3 et Fig.4) mettent en evidence une synergic emre le gene suicide «t 4a cytokine 
entrant dans la composition de Tinvention. Getie sy«ergie-est illus«:6epar un-taux de 

30 survie superieur dans le -cas des combinaisons FCUHcytokine par rappoii k 
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Tapproche consisiant a uiiiiser un adenovirus codant pour le gdne suicide seul ou une 
cytokine seule. 
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- Revendicatioiis 

1. Polypeptide ayant une aciivite uracile phosphoribosyl transferase 
(UPRTase), caracterise en ce quMI derive d*une UPRTase native au moins par 

5 mutation . 

2. Polypeptide selon la revendication 1 , caracterise en ce <jue ladke 
UPRTase native est de levure et en particulier ^elte <»dee par le gene FURl de 
Saccharomyces cerevisiae, 

10 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, car^terise en ce quMl derive 
d'une UPRTase native au moins par deletion de tout ou pariie de la region N- 
terminale de ladite UPRTase native et, en particulier de ia pariie en amont du second 
codon ATG de ladite UPRTase native. 

15 

4. Polypeptide selon la revendication 2 ou 3, caracterise en t:e quMl 
comprend une sequence en acides amines sensiblement telle que representee a 
I'identificateur de sequence IDS NO: 1, debutant au residu Met^n position 1 et ^e 
terminant au residu Val en position 216. 

20 

5. Polypeptide selon la revendication 4, caracterise -en ce qu'ilxomprcnd 
une sequence en acides amines telle que representee a ridentificateur^e sequence 
IDS NO: 1, debutant au residu Met en position 1 et se terminant au itsidu Vd en 
posinon 216. 

25 

6. Polypeptide selon la revendication 4 ou 5, caracterise en ce ^u'il 
comprend en outre une substitution du residu serine en position 2 par un residu 
alanine. 
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7. Polypepiide selon Tune d^s revindications 1 a 6, caracterise en ce qu*H 
pr6sente une activity UPRTase sensiblement plus 6levee <iue ceHe pr6sem6e par iadi^e 
UPRTase native. 

8. Polypeptide selon Tune des revendrcaiions 1 a 7, caracterise^en-ce qu'il 
5 s'agit d'un polypeptide de ftision dans lequeJ ledit polypeptide «t-ftjsionn6 ^en phase 

avec au moins un second polypeptide. 

9. Polypeptide selon la revendication 8, caracteri^e -en -ce quMl est 
fusionne en phase a un second polypep{^de presemant une activke cytosine 

10 d6saminase (CDase) et derivant d'unecytpsine desaminase native. 

10. Polypeptide selon la revendication 8 ou 9, carac^rise -en ce que la 
fusion avec le second polypeptide est r6aliis6e a r«xtremit6 i^-tenninaie dudit 
polypeptide. 

15 

11. Polypeptide selon Tune des revendications S a 10, caract6rise-en ce que 
ladite CDase native est de levure et en partkulier celle <:odee par 4e gene FCYl de 
Saccharomyces cerevisiae. 

20 12. Polypeptide selon la revendication 1 1, caracterise en^^ce-qu'il comprend 

une sequence en acides amines sensiblement telle que represemee a ridentificateur de 
sequence IDS NO: 2, debutant au residu Met -en position 1 et se wminant au r6sidu 
Val en position 373. 

25 13. Polypeptide selon la revendication 12, -caract^rise en.ce quMI-eompFend 

une sequence en acides amines telle que representee a Tidemificateur de -sequence 
IDS NO: 2, debutant au residu Met en position 1 et ^e ierminant au -residu Val en 
position 373. 
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14. Polypeptide selon Tune des revendications S a 13, caracteris6 «n ce 
qu'il presence une activity CDase sensibtement pluselevee que ladite CDase native. 

15. Sequence nucleotidique codani pour un polypeptide selon Tune des 
revendicadons 1 a 14. 

16. Vecteur recombinant portant une sequence nucleotidique selon la 
revendication 15 placee sous le controle des elemems nec^saires a son expression 
dans une cellule bote. 

17. Vecteur recombinant selon la revendication 16, caracterise en ce que 
ledit vecteur est choisi parmi le groupe constitue par !es vecteufs plasmidiques et 
viraux 6ventuellement associ6 a une ou plusieurs substances ameliorant l'efficacit6 
transfectionnelle et/ou la stability du vecteur. 

18. Vecteur recombinant selon la revendication 17, carao£6ris6 en -ce que 
ledit vecteur est un vecteur viral derivant d'un poxvirus, d'un adenovirus, d'un 
retrovirus, d'un virus de I'herpes, d'un aJphavirus, d'un foamyvirus ou d'un virus 
associe a Tadenovirus. 

19. Vecteur selon la revendication 17 ou 18, caract6rise ^-ce^ ledit 
vecteur est un vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie d'au moins une i:6gion 
essentielle k la replication selectionnee parmi les regions E4 , €2, e4 et L1-L5. 

20. Vecteur selon la revendication 19, <:aracteris6 en ce que ledit vecteur 
est un vecteur adenoviral depourvu en outre de tout ou partie de la region ^3 non 
essentielle. 
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. 21. Vecteur recombinant selon Tune des Tev:endicauons 16 a 20, <:aract6ris6 
en ce que les Elements necessaires a I 'expression comprennent un promoteur et, en 
particulier le promoteur pr6coce du Cytomegalovirus -(CM V). 

22. Vecteur recombinant selon Tune^Jes re vend icat ions 16 a 21, caract6ris6 
en ce qu'il comprend en outre un ou plusieurs genes dMnteret choisi parmi les genes 
codant pour les interleukines IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, lL-12, les interfiSrons, le 
facteur de necrose des lumeurs <TNF), les facteurs stimulateurs des atonies <CSF), 
les facteurs agissant sur i'angiogenese. 

23. Vecteur recombinant selon la rcvendicaiion 22, carac-tdris^ en ce que le 
gene d'interet code pour un polyfjeptide choisi parmi riL-2ei I'lNFy. 

24. Procede de preparation d'une particule virale, selon lequel : 

(i) on introduit un vecteur recombinant selon Tune des revendications 16 a 
23 dans une cellule de complementation capable de complementer en irons ledit 
vecteur, de maniere a obtenir une cellule de complementation transfect6e, 

(ii) on cultive iadite cellule de complementation transfectee dans -des 
conditions appropriees pour permettre la production de Iadite particule virale, et 

(ill) on recupere Iadite particule virale dans la culture cellulaire. 

25. Particule virale comprenant un vecieur recombinant seion Tune des 
revendications 16 a 23 ou obtenue selon le procede selon la revendication 24. 

26. Cellule bote comprenant une sequence nuci^otidiqiie selon la 
revendication 15, un vecteur recombinant selon Tune des revendications 16 a 23 ou 
infectee par une particule virale selon la revendication 25. 

27. Composition comprenant un polypeptide sdon Tune -des revendications 
1 k 14, une sequence nucl^otidique selon ia revendication 15, un vecteur reconibinant 
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selon rune des revendicaiions 16 a 23. une particule virale seton la revendication 25 
ou une cellule bote selon la revendicaiion 26 en association avec un vaiicule 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

5 28. Composition selon la revendication 27, caract^risee en ce qu'elUs 

comprend un polypeptide selon les revendications 1 a 7 et un second polypeptide 
d'int6r6t, notamment un polypeptide presemant une activite COase. 

29. Composition selon la revendication 27, carac-teris6e -en -ce qu'«He 
10 comprend une sequence nucl6otidique selon la revendication V5 codant pour un 
polypeptide selon I'une des revendications 1 a 7 et une seconde 's6quence 
nucleotidique d'interet, codant notamment pour un polypeptide presentant une activke 
CDase. 

15 30. Composition selon la revendication 27, caract^ris6e en -cc qu'«He 

comprend un polypeptide selon les revendications 1 a 14 ^t un second .polypeptide 
d'interet, notaniment un polypeptide choisi parmi ViL-2 et I'lNFy. 

31. Composition selon la revendication 27, ^aracterisee «n qu'eWe 
20 comprend une sequence nucleotidique selon la revendication 15 et une seconde 

sequence nucldoridique d'interet codant pour un polypeptide choisi parmi riL-2 -at 
riNFy. 

32. Utilisation therapeutique ou prophylactique d'un polypeptide seton 
25 rune des revendications 1 a 14. d'une sequence nucleotidique selon la revendication 

15, d'un vecteur recombinant selon I'une des revendications 16 a 23. d'une particule 
virale selon la revendication 25 ou d'une cellule bote selon la revendication 26 pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement^u t:orps humain ou animal par 
therapie genique ou par administration de proteine produitt par voie -recombinant. 

30 
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33. Utilisation selon la revendtcation 32, pour la preparation d*un 
medicament destine au traitement des cancers, tumeur et maladies resukam d'uiie 
proliferation cellulaire non desiree. 

5 34. Methode pour le traitement des maladies par th^rapie genique, 

caracterisee en ce que Ton administre a un organisme ou une cellule bote ayant 
besoin d*un tel traitement une sequence nucleotidique selon la revendication 15, un 
vecteur recombinant seion Tune des revendications 16 a 23, une particule virate selon 
la revendication 25 ou une cellule bote selon la revendtcation 26. 

10 

35. Methode selon la revendication 34, carac^risee -en ^e que iadite 
sequence nucleotidique, ledit yrcteur recombinant et ladite particule virale permet 
Pexpression d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 7 et que Ton 
administre en outre une seconde sequence nucleotidique .codam pour un second 

15 polypeptide presentant une aciivite CDase, ladite seconde sequence nucitotidique 
etant portee par ledit vecteur recombinant ou ladite particule virale ou par un vecieur 
ou une particule virale independante. 

36. Metbode selon la revendication 34 ou 35 ou utilisation selon la 
20 revendication 32 ou 33 selon laquelle on administre audit organisme ou <:eHule bote 

des quantit^s acceptabies d'un point de vue pbarmaceutique d'un prddrogue, 
avantageusement d'un analogue de cytosine et «n particulier de 5-FC. 

37. Procede de preparation d'un polypeptide selon I'une des revindications 
25 1 14, selon lequel: 

- on introduit une sequence nucleotidique selon la -revendication 15 dans une 
cellule pour generer une cellule iransformee 

- on cultive ladite cellule transformee dans des conditions appropriees pour 
pemiettre la production dudit polypxeptide, et 

30 - on r6colte ledit polypeptide de la culture cellulaire. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: TRANSGENE S.A. 

(B) RUE: 11 rue de Moisheim 

(C) VILLE: Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67000 

(G) TELEPHONE: (0)3 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (0)3 88 27 91 41 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Mutant ayanc une activite uracils 
phosphoribosyl trans f erasa . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
<B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 iOEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 216 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

<iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Saccharomyces <:erevisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: mutant UPRTase delta 35 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Ala Ser Glu Pro Phe Lys Asn Val Tyr Leu Leu Pro 'Gin Thr Asn 

1 5 10 15 

Gin Leu Leu Gly Leu Tyr Thr lie lie Arg Asn Lys Asn Thr Thr Arg 
20 25 30 

Pro Asp Phe lie Phe Tyr Ser Asp Arg He He Arg Leu Leu Val. <3lu 
35 40 45 

Glu Gly Leu Asn His Leu Pro Val -Gin Lys Gin Il« Val iGlu The Asp 
50 55 ^O 

Thr Asn Glu Asn Phe Glu Gly Val Sex ^he Wet Gly Lys Ii« Cys dy 
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65 70 75 80 

Val Ser lie Val Arg Ala Gly Glu Ser Met Glu Gin Gly Leu Arg Asp 
85 90 9S 

Cys Cys Arg Ser Val Arg lie Gly Lys lie Leu lie Gin Arg Asp Glu 
100 105 110 

Glu Thr Ala Leu Pro Lys Leu Phe Tyr Glu Lys Leu Pro Glu Asp lie 
115 120 125 

Ser Glu Arg Tyr Val Phe i.eu Leu Asp Pro -Mec Leu Ala Thr Gly Gly 
130 135 140 

Ser Ala lie Met Ala Thr Glu Val Leu He Lys Arg Gly Val Lys Pro 
145 150 155 160 

Glu Arg He Tvr Phe Leu Asn Leu lie Cys Ser Lys Glu Gly He Glu 
165 170 175 

Lys Tyr His Ala Ala Phe Pro Glu Val Arg iie Val Thr <;ly Ala Leu 
180 185 190 

Asp Arg Gly Leu Asp Glu Asn Lys Tyr Leu Val Pro Gly Leu ^ly Asp 
195 200 205 

Phe Gly Asp Arg Tyr Tyr Cys Val 
210 215 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTtQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 3 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Saccharomyces cerevisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: proteine de fusion -fcyl::furl delta 3'5 (FCUl) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp Asp Gin Lys Gly Met Asp 
1 5 10 . 15 

He Ala Tyr Glu Glu Ala Ala Leu Gly Tyr Lys Glu Gly Gly Val €Vro 
20 . 25 30 

He Gly <;iy Cys l.eu He Asn Asn Lys Asp -Gly 3er Val Leu ^iy Arg 
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35 40 45 

Gly His Asn Met Arg Phe Gin Lys Gly Ser Ala Thr Leu His Gly Glu 
50 55 60 

lie Ser Thr Leu Glu Asn Cys -Gly Arg Leu Glu X31y Lys Val Tyr Lys 
65 70 75 BO 

Asp Thr Thr Leu Tyr Thr Thr Leu Ser Pro Cys Asp Met Cys Thr Gly 
85 90 95 

Ala lie lie Met Tyr Gly lie Pro Arg Cys Val Val Gly -Glu Asn Val 
100 105 110 

Asn Phe Lys Ser Lys Gly Glu Lys Tyr Leu Gin Thr Arg Gly His Glu 
115 120 125 

Val Val Val Val Asp Asp Giu Arg Cys Lys Lys 11^ Met Lys Gin Phe 
130 135 140 

lie Asp Glu Arg Pro Gin Asp Trp Phe Glu Asp lie Gly Glu Ala Ser 
145 150 15^ 1-60 

Glu Pro Phe Lys Asn Val Tyr Leu Leu Pro Gin Thr Asn Gin Leu I*eu 
165 170 175 

Gly Leu Tyr* Thr lie lie Arg Asn Lys Asn Thr Thr Arg Pro Asp Phe 
180 185 190 

lie Phe Tyr Ser Asp Arg lie lie Arg Leu Leu Val Glu ^Glu Gly Leu 
195 200 205 

Asn His Leu Pro Val Gin Lys Gin lie Val Glu Thr Asp Thr Asn Glu 
210 215 220 

Asn Phe Glu Gly Val Ser Phe Wet Gly Lys lie Cys Gly Val -Ser tie 
225 230 235 240 

Val Arg Ala Gly Glu Ser Met 'Glu Gin Gly Leu Arg Asp Cys Cys Arg 
245 250 255 

Ser Val Arg lie Gly Lys He Leu He Gin Arg Asp -Glu <;lu Thr Ala 
260 265 270 

Leu Pro Lys Leu Phe Tyr Glu Lys Leu Pro Glu Asp lie Ser Glu Arg 
275 280 285 

Tyr Val Phe Leu Leu Asp Pro Met Leu Ala Thr Gly Gly Ser Ala He 
290 295 300 

Met Ala Thr Glu Val Leu He Lys Arg Gly Val Lys Pro -Glu Arg He 
305 310 315 320 

Tyr Phe Leu Asn Leu He Cys Ser Lys Glu Gly He Giu Lys Tyr His 
325 330 335 

Ala Ala Phe Pro ^lu Val Arg He Val Thr -Gly Ala Leu Asp Arg <31y 
34 0 34 5 350 
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Leu Asp Glu Asn Lys Tyr Leu Val Pro Gly Leu Giy Asp Phe Gly Asp 
355 360 365 

Arg Tyr Tyr Cys Val 
370 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN <genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Saccharomyces cer-evisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: oligonucleotide de synthese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID WO: 3: 
CGGGTCCATG GTTGAATTCG AAATG 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomi^que) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) ORIGINE: 

(A) ORGAI>IISME: Saccharomyces cerevisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: oligonucleotide de synthese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TGGTGTACGC GTGTGATTT .19 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
<A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Saccha romyces cerevisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: oligonucleotide de syntirhese 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CGAAGCCATG GTTTGCAGAA TTCTAG 26 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: S a ctrha romyces cerevisiae 

(Vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: oligonucleoti<ie de synthese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GTTAAAAGCT TCATAGGCCA TGGTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ IP NO: 7: . 

(i) CARACTERISTIQUES DE I-A SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) 



HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) 



ANTI-SENS: NON 



(vi) 



ORIGINE: 



(A) ORGANISMS: Saccharomyces cerevisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: oligbnucieocide de synthese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: ^: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN ( genoraiK^ue ) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Saccharomyces cerevisiae 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: oligonucleotide ^e syn these 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
ATGGTTCCGA AGCCTCACCA ATATCT 



AGTAGAGAAT TCAGCACGCT G 



21 
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